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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan dalapenelitian ini

adalah Racangan Acak Lengkap (RAL) pola faktortau&ompletely Random
Design pola faktorial. Pada penelitian ini digunakan 2 téekdan 4 Kkali
ulangan. Faktor pertama adalah konsentrasi tepanmg dari jenidumbricus
rubellus yang terdiri atas 3 taraf perlakuan. Faktor kedwdalah lama
pemberian tepung cacing yang terdiri atas 2 taeafakuan. Perlakuan dalam
penelitian adalah hasil kombinasi antar faktor dafuruh taraf perlakuan yaitu
terdiri atas 6 perlakuan dan 2 kontrol (kontrolipbdan negatif) masing-masing
terdiri atas 4 ulangan.
Faktor | adalah konsentrasi tepung cacing, yaitu:

A= konsentrasi 32%

B= konsentrasi 48%

C= konsentrasi 60%
Faktor Il adalah lama pemberian tepung cacinguyait

1 = selama 7 hari

2 = selama 14 hari
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Tabel 3.1 Kombinasi Perlakuan antara Konsent@siLddma Pemberian Tepung
Cacing

Konsentrasi(%) Lama pemberian (hari

32
48 7
60
32
48 14
6C

3.2 Variabel Penelitian
3.2.1 Variabel Bebas

Variabel bebas yaitu faktor yang sengaja diubalu dienanipulasi oleh
peneliti dengan maksud untuk mengetahui perubahpa wang terjadi
(Nurhayati, 2007). Variabel bebas dalam penelitanada 2 variabel yaitu
variabel A dan variabel B. Variabel A adalah karisgsi pemberian tepung
cacing yang terdiri atas 3 konsentrasi yaitu 32%%4dan 60% Variabel B
adalah lama pemberian tepung cacing, yaitu 7 ddrafi4
3.2.2 Variabel Terikat

Variabel terikat yaitu faktor yang diukur atau detmsebagai akibat
dari manipulasi variabel bebas (Nurhayati, 2007ariabel terikat dalam
penelitian ini adalah gambaran histologis duodeman kantung empedu tikus
putih (Rattus norvegicus) yang terinfeksi bakte@almonella typhi.
3.2.3 Variabel Kontrol / Variabel Kendali

Variabel kendali yaitu faktor yang sengaja dikeildal supaya tidak
mempengaruhi variabel bebas maupun variabel tefiathayati, 2007). Variabel

kendali dalam penelitian ini adalah tikus putiRatfus norvegicus) Strain
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Sprague-Dawley jantan umur 2,5 bulan dengan bed@ddrb+300 gram berjumlah

32 ekor.

3.3Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratoriumkidbiologi dan
Laboratorium Fisiologi Hewan Jurusan Biologi Fa&sltSains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Madgpada bulan Februari

sampai dengan Maret 2011.

3.4 Populasi dan Sampel

Bakteri uji yang digunakan adalg®almonella typhi dengan kepadatan
8,57 x 10 dalam 0,5 ml suspensi. Hewan uji yang digunakamaddtikus putih
(Rattus norvegicus) Strain Sprague-Dawley jantan umur 2,5 bulan dergesrat

badar: 300 gram sebanyak 32 ekor.

3.5Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam ini adalah cawanmi,petbung reaksi, rak
tabung reaksi, erlenmeydigaker glass, micropippet, pembakar spiritus / bunsen,
incubator, autoclave, oven,hot plate magnetic stirrer, jangka sorong, timbangan
analitik, jarumose, pinset, spatula, karet gelang, kertas HVS bekgsadakain
kasa, gelas ukur, kertas label, gunting, aluminfoi) tissue, spidol permanen,

corong kacawvaterbath, mortar, spatel, kandang hewan coba (bak plastik), kawat,
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tempat makan dan minum tikus putih, erlenmeyeagakurbeacker glass, kaca
pengaduk, kertas saring, timbangan analitik, ayakgpung, corong kaca, silet,
alat pencekok orabévage), objek glass, deck glass, danmicrotome.
3.5.2 Bahan Pendlitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalakdn murni bakteri
Salmonella typhi, tepung cacingLumbricus rubellus, tikus putih Rattus
norwegicus), medium SSA, medium NB, Bafl%, HSO, 1%, larutan DMSO
10%, aquades steril, alkohol 70%, NaCl fisiologpjritus, pakan tikus putih
(pellet), serutan kayu, air PAM, alkohol 70%, agmdetanol (50%, 70%, 75%,

80%, 90%, 96%), xyline, xilol.

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Pembuatan Tepung cacing tanah (Lumbricus rubellus)

Pembuatan tepung cacing dilakukan dengan menggunakatode
Julendra dan Sofyan (2007) dengan modifikasi. Adafangkahnya sebagai
berikut. Pertama kali dilakukan identifikasi cactagah jenid.umbricus rubellus,
selanjutnya dibersihkan dari tanah dan kotoran lainnya yangemgrel dengan
dicuci menggunakan air mengalir. Cacing tanah diad@am suhu 5C, selama
8 jam. Cacing tanah dihaluskan dengan cara ditunibogga menjadi tepung
cacing kemudian diayak.

3.6.2. Serilisas Alat

Metode sterilisasi adalah sebagai berikut:
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a. Sterilisasi Kering
Sterilisasi kering meliputi cara sterilisasi denggn langsung dan cara
sterilisasi dengan oven pemanas.
1) Sterilisasi dengan api langsung, sterilisasi itakdikan terhadap peralatan
seperti jarum ose, pinset, spatel, mulut tabungkamadan batang
pengaduk. Sesudah disterilkan peralatan tersehlihgithkan terlebih
dahulu sebelum digunakan.
2) Sterilisasi dengan oven pemanas, oven pemanas atigan untuk
sterilisasi peralatan gelas yang tidak berskalpersiecawan petri, tabung
reaksi dan pipet. Alat-alat yang akan disterilkamabukan ke dalam oven
setelah suhu mencapai £60selama 1-2 jam.
b. Sterilisasi Basah

Sterilisasi dilakukan menggunakan autoklaf. Pesalagang disterilkan
dengan sterilisasi basah diantaranya sterilisasliune gelas ukur, erlenmeyer
dan pipet tetes. Proses sterilisasi ini dilakukadapsuhu 12C dengan tekanan

15 atmosfer selama 15 menit.

3.6.3. Pembuatan M edia dan Pembuatan Biakan Bakteri Salmonella Typhi
3.6.3.1 Pembuatan Media NB (Nutrien Broth)

Media NB dibuat berdasarkan aturan yang terteraa gamasan yaitu
sebagai berikut. Sebanyak 18 gram NB dilarutkaardal liter aquades. Larutan

dipanaskan dan diaduk dalabeaker glass menggunakarhot plate magnetic
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gtirrer hingga homogen. Dituang dalam tabung reaksi daterilkan terlebih
dahulu sebelum digunakan.
3.6.3.2 Pembuatan Media SSAgar (Salmonella-Sgella Agar) Plate

Langkah-langkah yang dilakukan dalam pembuatanumedS agar plate
berdasarkan peraturan pada kemasannya adalah isddmaat. Bubuk SSA
ditimbang seberat 63 gram dan dilarutkan dalamtet hquades. Larutan SSA
dipanaskan dan diaduk dalabeaker glass menggunakarhot plate magnetic
stirrer hingga homogen dan didinginkan dalavaterbath pada suhu 45-4€,
kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi masemgjrg diisi 10 ml dengan
disterilkan terlebih dahulu sebelum digunakan.
3.6.3.3 Pembuatan Larutan Standart McFarland 0,5

Larutan McFarland 0,5 digunakan sebagai pembarnid#gruhan biakan
bakteri dalam medium cair dengan kepadatan antarfisel/ml - 1 x 18 sel/ml
(Quelab, 2005). Urutan kerja pembuatan larutan MaRd 0,5 menurut
Nurhayati (2007) adalah sebagai berikut. Sebany@& ©nl Barium Clorida
(BaCh) 1% dalam akuades ditambahkan 9,95 Asdm Sulfat (H,SQ,;) 1%.
Kemudian disimpan di tempat yang terhindar daregahmatahari langsung.
3.6.3.4 Pembuatan Kultur
3.6.3.4.1 Pembuatan Kultur Stok

Bakteri Salmonella typhi yang telah diidentifikasi dibiakkan lagi pada
medium SSA miring. Diinkubasi dengan suhi@selama 2 x 24 jam. Kultur ini
tahan disimpan hingga 3 bulan dalam sufi@ 4dalam media NA) (Benson,

2001). Metode ini dapat diulang untuk peremajaan.
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3.6.3.4.2 Pembuatan Kultur Kerja (Suspensi Bakteri Salmonella typhi)

Salmonella typhi dari kultur stok dibiakkan lagi pada medium caiB N
(Nutrien Broth) dan disimpan dalam inkubator selama 2 x 24 jadapsuhu
37°C. Setelah 2 hari dibiakkan, kekeruhan angaiaonella typhi yang dikultur
dalam medium cair dibandingkan dengan larutan standcFarland 0,5.
Berdasarkan Quelab (2005), 0,5 Mc Farland setargatel x 16 — 1 x 16
sel/ml). Salmonella typhi yang dikultur pada NB diusahakan lebih keruh
dibanding larutan standar McFarland 0,5 kemudiams&atrasi dihitung dengan
spektrofotometer sampai kepadatan menjadi 8,57xd€l/ml) (Fauzia dan
Larasati, 2008).

3.6.34.3 Penentuan Kepadatan Bakteri Salmonella typhi serta Lama
Penginfeksian yang Diberikan secara Per Oral

Penentuan kepadatan bakte@amonella typhi adalah dengan
membandingkan berat badan tikus putih rata-ratagd@th dengan berat badan
manusia rata-rata 70 kg, kemudian dikalikan keadaita-rata bakteri yang

sudah bisa menginfeksi manusia. Maka dapat dihitumdengan

300 A
» 10% = 4,2 x 10° : .
70000 bakteri per mililiter. Dengan mempertimbangan

kapasitas lambung tikus putih, maka volume dipetke®njadi 1/2 ml dan
kepadatan dikalikan 2 menjadi 8,57%Halam 1/2 ml suspensi bakteri.
Penentuan lama inkubasi bakt&ilmonella typhi hingga menimbulkan
demam pada tikus putih juga dikalibrasikan dengasmsaminkubasi bakteri
Salmonella typhi pada manusia dengan membandingkan umur tikus gatigan

manusia (diperkirakan umur maksimal manusia 10@Qrtallan tikus putih 3
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tahun, masa inkubasi bakt&almonella typhi hingga menimbulkan demam pada
manusia adalah 7 hari ). Maka masa inkulSaknonella typhi pada tikus putih
sekitar 34 jam.

3.6.4 Pengenceran Tepung Cacing (Lumbricus rubellus)

Konsentrasi yang digunakan sebesar 32%, 48% dan (609 Tepung
Cacing dalam larutan DMSO 10%. Konsentrasi ini siatkan pada penelitian
Ratriyani (2000), dimana konsentrasi Tepung Cagiaigg paling efektif dalam
menghambat pertumbuhan baktSaimonella typhi secaran vitro adalah 32%.
Sedangkan pada penelitian yang menggunakan hewan (@ovivo) mungkin
potensi antimikroba yang terkandung di dalam tepecexgng akan termodifikasi
oleh metabolisme tubuh sehingga dalam penelitiskdnsentrasi dinaikkan dan
dibuat variasi seperti yang tersebut di atas. Patanumasing-masing konsentrasi
tersebut dilakukan dengan cara pengenceran Tep@aoingdC dari konsentrasi

100%.

3.6.5 Pelaksanaan Penelitian
3.6.5.1 Persiapan Hewan Coba

Tikus putih diaklimatisasi di laboratorium selamanthggu, diberi makan
dan minum secara ad libitum. kemudian di ambil klaya untuk dilakukan tes
serologis yang pertama (tes widal). Tes tersebuukurmengetahui status
kenormalan tikus (tidak terinfekSalmonella typhi).

Selanjutnya 24 ekor tikus kelompok perlakuan daekdr tikus kontrol

positif diinfeksi bakteriSalmonella typhi dengan cara tikus putih dicekoki bakteri
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dengan kepadataf57 * 10° sel/ ml sebanyak 0,5 ml. Setelah 34 jam kemudian
tikus diambil darahnya untuk dilakukan tes serisldge dua (tes widal) untuk
mengetahui status antibodi akibat infeksi bak$ahmonella typhi.
3.6.5.2 Penentuan Perlakuan

Penelitian ini terdiri atas 2 kelompok kontrol (kan positif dan negatif)
serta 6 kombinasi perlakuan masing-masing 4 kangan. Kelompok kontrol
positif yaitu kelompok tikus putih yang terinfekSalmonella typhi tanpa
perlakuan pemberian tepung cacing. Kelompok komegatif yaitu kelompok
tikus putih yang tidak terinfek§almonella typhi dan tanpa perlakuan pemberian
tepung cacing. Kelompok perlakuan yaitu kelompdug putih terinfeksi
Salmonella typhi yang diberi perlakuan pemberian tepung cacing aeng
konsentrasi (32%, 48% dan 60%) dan lama pemberidarf 14 hari).

Setelah perlakuan tersebut dilakukan pembedahaunk uséngambilan
organ (usus halus bagian duodenum dan ginjal) umelkbuatan preparat
histologis.

Tabel 3.2 Kelompok Perlakuan Tikus putih Percobaan

K elompok Perlakuan L ama Pemberian

1 Tikus putih kontrol negatif (tanpa perlakuan)

2 Tikus putih kontrol positif (terinfekssalmonella typhi tanpa
pemberian tepung cacing)

3 Tikus putih terinfeksSalmonella typhi dengarpemberian tepun
cacing konsentrasi 32% selama 7 hari

4 Tikus putih terinfeksBalmonella typhi dengan pemberian tepurig
cacing konsentrasi 48% selama 7 hari

5 Tikus putih terinfeksBalmonella typhi dengan pemberian tepurg
cacing konsentrasi 60% selama 7 hari

6 Tikus putih terinfeksSalmonella typhi dengarpemberian tepun

cacing konsentrasi 32% selama 14 hari
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7 Tikus putih terinfeksBalmonella typhi dengan pemberian tepung
cacing konsentrasi 48% selama 14 hari

) Tikus putih terinfeksBalmonella typhi dengan pemberian tepung
cacing konsentrasi 60% selama 14 hari

3.6.5.3 Pembuatan Prepar at Organ

1. Tahap pertama adaladoating, dimulai dengan menandabjec glass yang
akan digunakan dengan kikir kaca pada bagian tepnudian direndam
dalam alkohol 70% minimal semalam. Kemudialtjec glass dikeringkan
dengan tissue dan dilakukan perendaman dalam mageiatine 0,5% selama
30-40 detik/slide, lalu dikeringkan dengan posisaddarkan hingga gelatine
yang melapisi kaca dapat merata.

2. Tahap kedua, organ yang telah disimpan dalam laraanalin 10% dicuci
dengan alkohol selama 2 jam, dan dilanjutkan dengamcucian secara
bertingkat dengan alkohol yaitu alkohol 90%, 95%aaol absolut (100%) 3
kali, xylol 3 kali, masing-masing selama 20 menit.

3. Tahap ketiga, adalah proses infiltrasi yaitu denganambahkan parafin
sebanyak 3 kali selama 30 menit.

4. Tahap keempaembedding. Bahan beserta parafin dituangkan kedalam kotak
karton atau wadah yang telah disiapkan dan diathingga tidak ada udara
yang terperangkap di dekat bahan. Blok parafinadidain semalam dalam
suhu ruang kemudian diinkubasi daldreezer sehingga blok benar-benar
keras.

5. Tahap pemotongan dengan mikrotoButter dipasangkan dan ditempelkan

pada dasar blok sehingga parafin sedikit melelédider dijepitkan pada



44

mikrotom putar dan ditata sejajar dengan mata pm#uwotom. Pengirisan
atau penyayatan diawali dengan mengatur ketebatani Organ duodenum
dan ginjal dipotong dengan ukuran pm, kemudian pdail irisan diambil
dengan menggunakan kuas dan dimasukkan air dimgirk membuka lipatan
lalu dimasukkan air hangat dan dilakukan pemililmesan yang terbaik. Irisan
yang terpilih diambil dengamlbjec glass yang sudah dicoatting kemudian
dikeringkan di atabkotplate.

6. Tahap diparafisasi, yaitu preparat dimasukkan dalglol sebanyak dua kali
lima menit.

7. Tahap rehidrasi, preparat dimasukkan dalam laretaanol bertingkat mulai
dari ethanol absolut (2 kali), ethanol 95%, 90%%80dan 70% masing-
masing 5 menit. Kemudian preparat direndam dalamades selama 10
menit.

8. Tahap pewarnaan, preparat ditetesi dergamathoxylin selama 3 menit atau
sampai didapatkan hasil warna yang terbaik. Seflaygudicuci dengan air
mengalir selama 30 menit dan dibilas dengan aguselama 5 menit, setelah
itu preparat dimasukkan dalam pewarna eosin alkebl@ima 30 menit dan
dibilas dengan aquades selama lima menit.

9. Tahap dehidrasi, preparat direndam dalam ethamthglkat 80%, 90%, 95%,
dan ethanol absolut (2 kali) masing-masing selammebit.

10.Tahap clearing, dalam larutan xylol 2 kali selama 5 menit kemudia

dikeringkan. Tahamounting, dengan etilen.
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11.Hasil akhir diamati dibawah mikroskop. Untuk orgamodenum dan ginjal
setiap ekor tikus dibuat 1 preparat dengan 3 bidaagdang pengamatan,

dipotret kemudian dicatat data skor kerusakan rgasiasing organ.

3.7 Analisisdata

Untuk mengetahui pengaruh pemberian tepung cadiogbricus
rubellus, terhadap gambaran histologis organ tubuh tikdi$ pdilakukan melalui
penghitungan tingkat kerusakan organ dengan 5 ¢apandangan dalam setiap
preparat. Setiap ulangan dalam satu perlakuarritatds 4 preparat.

Tabel 3.3 Acuan penilaian atau skoring pada masiagig organ yang diamati
secara histologis

Skor Usus Halus Ginjal
1 Tidak terdapat kerusakan Tidak terdapat kerusakan
1,5 | Kerusakan pada tahap pikno | Kerusakan pada tahap pikno
mencapak ¥z luas lapang mencapak ¥z luas lapang pandang
pandang
2 Kerusakan pada tahap piknosis Kerusakan pada tahap piknosis/
% luas lapang pandang luas lapang pandang
2, | Kerusakan pada tahap karioe | Kerusakan pada tahap karioe <%
<% luas lapang pandang luas lapang pandang
3 Kerusakan pada tahap karioek| Kerusakan pada tahap karioel> %
> Y luas lapang pandang luas lapang pandang
3, | Kerusakan pada tahap karioly | Kerusakan padahap kariolysi <
<% luas lapang pandang Yluas lapang pandang
4 Kerusakan pada tahap karioly | Kerusakan pada tahap karioly> %
> Y5 luas lapang pandang luas lapang pandang
4,5 | Kerusakan berupa terdapat ce | Kerusakan berupa penyempi
pada tepi vili glumerolus dan pelebaran kapsula
Bowman
5 Kerusakan pada tahap nekrc | Kerusakan pada tahap nekrc
(ditandai dengan hilangnya inti) (ditandai dengan hilangnya inti)

Kemudian data skor tingkat kerusakan organ ususshdhn ginjal dianalisis
dengan uji ANOVA dua arahApabila terdapat perbedaan yang signifikan, maka

dilanjutkan dengan uji BNJ dengan taraf signifikakis.
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Data profil histologi ditentukan dengan pengamatiabawah mikroskop
dan diamati kerusakan sel pada organ. Pengamatamlilakukan dengan

menggunakan perbesaran 400x.

3.8 Diagram Alir Pelaksanaan Penelitian

Diagram alir pelaksanaan penelitian ini adalah gablerikut:

Persiapan alat dan bal

v

Pembuatan tepung cacing

v

Pembuatan media untiSalmonella typhi

I

Pembuatan kultur stokv dan kultur kerja (suspe
Salmonella typhi

'

Pengenceran tepung cacing dengan konsentrasi %o, 4
dan 609

v

Persiapan hewan coba (aklimatisasi) selama 2 m

v

Penginfeksian dengéasal monella typhi

'

Perlakuan dengan tepung cacing

'

pembuatan preparat histolc

'

Pengambilan data dan Analisis ¢

Gambar 3.1 Diagram Alir Penelitian



