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Lampiran 1. Sertifikat Laik Etik 
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Lampiran 2. Kerangka Operasional Rancangan Penelitian 

 

A. Rancangan Perlakuan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

1. Induksi indometasin dilakukan secara per oral dengan dosis 15 mg/kg BB 

dengan dilarutkan minyak jagung pada hari ke-1 

2. Hari ke-2 sampai hari ke-15 tikus kelompok C, D, dan E diberikan terapi 

yogurt susu sapi dengan dosis 300 mg/kg BB, 600 mg/kg BB dan 900 

mg/kg BB 

3. Hari ke-16 dilakukan pembedahan tikus kelompok A,B,C,D, dan E untuk 

mengisolasi organ ileum tikus untuk penentuan ekspresi TNF-α dengan 

metode pewarnaan imunohistokimia dan pembuatan preparat histologi 

dengan pewarnaan HE   

 

Kelompok tikus 

IBD + terapi 

Indometasin 
Terapi kel. C,D,E 

Day 1 Day 2 

Bedah kelompok A,B,C,D dan E 

Day 16 
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B. Kerangka Operasional 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

 : Parameter yang diamati 

 

TIKUS 

Kelompok A 

Tikus Normal 

(Kontrol negatif) 

Kelompok B 

Tikus IBD 

(Kontrol positif) 

Kelompok C 

Tikus IBD 

Terapi Yogurt  

dosis 

 300mg/Kg BB 

Dislokasi leher Pembedahan Tikus 

Isolasi Organ Ileum 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

Kelompok D 

Tikus IBD 

Kelompok E 

Tikus IBD 

H1H H1-7 (aklimatisasi) 

Pakan standar 

H8 

Pemberian 

minyak jagung 

Pakan standar 

H8 H8 H8 H8 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

H9 

Terapi Yogurt  

dosis 

 900mg/Kg BB 

Terapi Yogurt  

dosis 

 600mg/Kg BB 

H9 H9 

H23 H23 H23 H23 H23 

Pembuatan preparat 

pewarnaan HE 
Pembuatan preparat 

imunohistokimia 

Preparat Histopatologi Ekspresi TNF-α 

Analisa Data 
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Lampiran 3. Perhitungan Dosis Indometasin 

 Dosis indometasin yang diberikan yaitu 15 mg/kg BB (Aulani’am, 2012). 

Rata-rata berat badan tikus adalah 200 gram. Kebutuhan indometasin untuk per 

ekor tikus yaitu :  

Dosis indometasin per ekor tikus = 15 mg/kg BB x 0,20 kg 

     = 3 mg/ekor 

Jadi, dosis indometasin yang diperlukan untuk 16 ekor tikus adalah : 

Dosis indometasin untuk 16 ekor tikus = 16 x 3 mg/ekor 

      = 48 mg untuk 16 ekor 

Pengenceran dengan minyak jagung yaitu sebanyak  = 48 mg x 4 ml 

           45 mg 

        = 4,3 ml = 4300 µl 

Kebutuhan minyak jagung per ekor tikus = 3 mg  x 4 ml = 0,27 ml/tikus. 

         45 mg 

 

 Jadi, indometasin yang diperlukan untuk 16 ekor tikus yaitu sebanyak 48 

mg. Selanjutnya diencerkan dengan minyak jagung dengan hasil akhir 4,3 ml 

untuk 16 ekor tikus. Induksi indometasin yang diperlukan untuk per ekor tikus 

yaitu 0,27 ml. 
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Lampiran 4. Yogurt Susu Sapi 

4.1 Pembuatan Yogurt Susu Sapi 

Pembuatan Mother Culture 

 

 

 Dimasukan kedalam tabung Erlenmeyer lalu ditutup alumunium foil dan 

dimasukan ke panci yang berisi air 

 Dipanaskan pada suhu 72
o
C selama ± 5 menit 

 Diangkat dan tabung Erlenmeyer dimasukan kedalam panci yang berisi air 

dingin ± 3 menit hingga suhu menjadi 45 
o
C 

 Diinokulasikan starter yogurtmet 0,25 gram untuk 50 ml susu  

 Starter dicampurkan kedalam susu  

 Botol  penyimpan digoyang ringan jangan sampai berbuih 

 Diinkubasi pada suhu 45
o
C selama ± 4 jam 

 Didiamkan 4-5 menit dalam suhu ruang (27
o
C) 

 Diukur pH dengan pH meter dan pH indikator  

Susu sapi 50 ml 

Mother culture 
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Pembuatan Yogurt Susu Sapi 

 

 

 Susu sapi dituang kedalam  4 botol  penyimpan masing-masing 500 ml 

 Botol ditutup alumunium foil dan dimasukan ke dalam panci yang berisi 

air 

 Dipanaskan sampai suhu 72
o
C selama ± 5 menit 

 Dimasukan botol penyimpan  kedalam panci yang berisi air dingin sampai 

susu mencapai  suhu 45
o
C (±3 menit) 

 Dilakukan inokulasi starter dari mother culture yang sudah dibuat 

sebelumnya sebanyak 2 % dari volume susu yaitu 10 ml  starter untuk 500 

ml susu. 

 Botol  penyimpan digoyang ringan jangan sampai berbuih 

 Diinkubasi pada suhu 45
o
C selama 4 jam 

 Diletakan pada suhu ruang 27
o
C selama 4-5 menit 

 Dilakukan pengujian pH dengan pH meter dan pH indikator 

  

Susu sapi 

Yogurt susu sapi 
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Pembuatan Freeze dried Yogurt 

 

 

 Dimasukan yogurt ke dalam 32 botol kaca, per botol diisi 62,5 ml yogurt. 

 Botol kaca disimpan di dalam freezer sampai yogurt didalamnya beku. 

 Botol kaca dipasangkan pada alat freeze dryer dan dilakukan proses 

penyubliman sampai menimbulkan uap 

 Uap akan ditangkap mesin spiral pada mesin freeze dry sehingga air 

terhisap semua sampai yogurt menjadi serbuk selama 24 jam dan 30 jam. 

 Freeze dried yogurt disimpan di dalam refrigerator dengan suhu sekitar 

4
o
C sampai dibutuhkan kembali. 

Yogurt  Susu Sapi 

Yogurt Freeze Dried 
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4.2 Perhitungan Dosis Yogurt  Susu Sapi 

Kelompok C ( Dosis terapi = 300 mg/kg BB ) 

Dengan pemisalan rata-rata BB tikus 200 g dengan pemberian yogurt   dosis 300 

mg/kg BB  

Jumlah yogurt   = Dosis pemberian x Berat badan  

   = 300 mg/kg x 200 g  

   = 60 mg/ekor  

Volume yogurt yang diberikan untuk tikus dengan dosis  300 mg/kg adalah 60 

mg/ekor dilarutkan dalam aquades 1,5 ml/ekor. 

 Diagram : 

 

 Ditimbang sebanyak dosis yang diukur 

 Dimasukkan ke dalam spuit 

 Ditambahkan aquades hingga 1,5 ml 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Yogurt Freeze Dry 

Siap disondekan  
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Kelompok D ( Dosis terapi = 600 mg/kg BB ) 

Dengan pemisalan rata-rata BB tikus 200 g dengan pemberian yogurt   dosis 600 

mg/kg BB  

jumlah yogurt    = Dosis pemberian x Berat badan 

    = 600 mg/kg x 200 g 

    =  120 mg/ekor  

Volume yogurt yang diberikan untuk tikus dengan dosis  600 mg/kg adalah 120 

mg/ekor dilarutkan dalam aquades 1,5 ml/ekor. 

 Diagam : 

 

 Ditimbang sebanyak dosis yang diukur 

 Dimasukkan ke dalam spuit 

 Ditambahkan aquades hingga 1,5ml 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yogurt Freeze Dry 

Siap disondekan  
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Kelompok E ( Dosis terapi = 900 mg/kg BB ) 

Dengan pemisalan rata-rata BB tikus 200 g dengan pemberian yogurt   dosis 900 

mg/kg BB  

Jumlah yogurt  = Dosis pemberian x Berat badan  

   = 900 mg/kg x 200 g  

   = 180 mg/ekor  

Volume yogurt yang diberikan untuk tikus dengan dosis  900 mg/kg adalah 180 

mg/ekor dilarutkan dalam aquades 1,5 ml/ekor. 

 Diagam : 

 

 Ditimbang sebanyak dosis yang diukur 

 Dimasukkan ke dalam spuit 

 Ditambahkan aquades hingga 1,5ml 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yogurt Freeze Dry 

Siap disondekan  
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Lampiran 5. Pembuatan Preparat Histopatologi Ileum Dengan Pewarnaan 

Hematoksilin-Eosin (HE) (Jusuf, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fiksasi → ileum dimasukkan ke dalam formaldehid 10% 

Dehidrasi → alkohol bertingkat (etanol 70% 24 jam, etanol 80% 2 jam, etanol 

90% 20 menit, dan etanol absolut 20 menit) 

Penjernihan → rendam jaringan dalam larutan xylol I selama 20 menit dan 

xylol II selama 30 menit. 

Infiltrasi dan embedding → parafin cair pada inkubator bersuhu 58-60
0
C 

Cetakan dijepit dalam mikrotom dan jaringan dipotong dengan ketebatan ± 

5µm. dikeringkan dan diletakkan diatas hot plate dengan suhu 38-40
0
C sampai 

kering. Sediaan disimpan dalam inkubator suhu 38-40
0
C selama 24 jam 

 Deparafisasi → xylol I dan xylol II masing-masing selama 5 menit 

 Rehidrasi→ etanol absolut, 90%, 80%, 70% masing-masing 5 menit 

 Dicuci dengan air mengalir 15 menit, aquades 5 menit 

Pewarnaan Hematoxylin 10 menit, dicuci air mengalir selama 30 menit, 

aquades 5 menit 

Pewarnaan Eosin 5 menit, dicuci air mengalir selama 30 menit, aquades 5 

menit

Dehidrasi → etanol bertingkat 70%, 80%, 90%, atanol absolut masing-masing 

5 menit 

Mounting dan labelling Pengamatan histopatologi 
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Lampiran 6. Metode Imunohistokimia (TNF- α) (Ramos, 2005) 

 

 

 

 

 

          Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 × 5 menit 

          Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 × 5 menit 

          Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 × 5 menit 

          Dicuci PBS pH 7,4 selama3 × 5 menit 

          Dicuci PBS pH 7,4 selama 3× 5 menit 

          Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 × 5 menit 

          Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 × 5 menit 

         Dicuci aquades mengalir dan dikering    

anginkan 

 

Preparat Ileum 

3% Hidrogen peroksida (dalam Dianize water) 20 menit 

Blocking (BSA 1% dalam PBS, 45 menit pada suhu 27
0
C ) 

( 1:100) Antibodi primer ( Anti rat TNF-α), selama semalam 

suhu 4
o
 C (diencerkan dalam Blocks Buffer) 

Antibodi sekunder (goat anti rat labeled biotin) selama 1 jam suhu 27
0
C 

SA-HRP(Strep- Avidin-Horseradish Peroxsidase) selama 40 menit suhu 27
0
C 

Chromogen DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride) selama 10-20 

menit pada suhu  27
0
C. 

Counterstain (mayer hematoxylen) selama 15 menit, suhu  27
0
C 

Mounting dengan entellan dan ditutup dengan cover glass 

Pengamatan dibawah mikroskop 

Deparafinisasi (Preparat direndam kedalam xylol I, xylol II,) dan Redehidrasi 

(alkohol bertingkat 100%, 90%, 80%, 70%, aquades) selama 1x5 menit 
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Lampiran 7. Hasil Perhitungan Ekspresi TNF-α 

 

Lapang 

Pandang 

Jumlah Eksprsi TNF-α Tikus IBD (Kontrol Positif) 

U1 U2 U3 U4 

Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa 

1 20 12 29 13 12 11 12 20 

2 17 7 18 13 16 15 9 11 

3 21 9 26 10 9 9 19 9 

4 17 6 27 9 22 9 16 16 

5 10 11 20 9 16 17 14 9 

6 11 16 22 11 9 20 16 12 

7 16 14 14 10 9 22 22 16 

8 8 14 21 8 11 19 12 12 

9 11 10 18 6 16 12 14 16 

10 15 11 16 8 19 9 11 16 

Jumlah 146 110 211 97 139 143 145 137 

Rata-rata 14,6 11 21,1 9,7 13,9 14,3 14,5 13,7 

Jumlah 

Ekspresi 

TNF-α  

25,6 30,8 28,2 28,2 

 

Lapang 

Pandang 

Jumlah Eksprsi TNF-α Tikus Normal (Kontrol Negatif) 

U1 U2 U3 U4 

Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa 

1 1 2 4 1 1 2 2 0 

2 2 4 0 3 0 1 1 4 

3 1 5 3 3 1 1 3 1 

4 1 3 1 2 4 0 5 1 

5 2 4 4 2 2 1 2 1 

6 2 3 2 1 2 1 0 3 

7 4 0 3 1 0 1 3 3 

8 1 1 3 1 1 1 3 1 

9 1 1 3 2 2 1 2 0 

10 3 1 2 1 2 4 2 0 

Jumlah 18 24 25 17 15 13 23 14 

Rata-rata 1,8 2,4 2,5 1,7 1,5 1,3 2,3 1,4 

Jumlah 

Ekspresi 

TNF-α  

4,2 4,2 2,8 3,7 
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Lapang 

Pandang 

Jumlah Eksprsi TNF-α (Terapi Dosis 300 mg/kg BB) 

U1 U2 U3 U4 

Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa 

1 18 6 12 10 6 17 8 12 

2 14 12 16 7 11 9 9 11 

3 16 15 9 8 9 11 9 9 

4 12 14 12 6 12 9 16 8 

5 18 12 14 5 12 17 12 12 

6 18 8 11 6 6 14 16 9 

7 17 8 16 5 9 11 14 16 

8 12 10 16 6 11 9 12 12 

9 14 8 10 5 16 12 6 9 

10 12 12 8 9 14 9 9 15 

Jumlah 151 105 124 67 106 118 111 113 

Rata-rata 15,1 10,5 12,4 6,7 10,6 11,8 11,1 11,3 

Jumlah 

ekspresi 

TNF-α  

25,6 19,1 22,4 22,4 

 

Lapang 

Pandang 

Jumlah Eksprsi TNF-α (Terapi Dosis 600 mg/kg BB) 

U1 U2 U3 U4 

Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa 

1 13 5 5 6 9 3 8 4 

2 8 6 6 3 6 5 6 7 

3 6 4 4 3 12 4 4 9 

4 11 2 2 4 9 6 6 8 

5 12 5 8 6 9 3 12 4 

6 9 5 12 4 12 1 5 9 

7 9 6 8 5 12 3 2 6 

8 6 2 7 4 6 2 8 3 

9 5 2 4 3 7 3 6 4 

10 7 3 5 3 6 5 4 2 

Jumlah 86 40 61 41 88 35 61 56 

Rata-rata 8,6 4 6,1 4,1 8,8 3,5 6,1 5,6 

Jumlah 

ekspresi 

TNF-α  

12,6 10,2 12,3 11,7 
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Lapang 

Pandang 

Jumlah Eksprsi TNF-α (Terapi Dosis 900 mg/kg BB) 

U1 U2 U3 U4 

Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa Epitel Submukosa 

1 4 2 0 0 4 2 6 1 

2 2 1 2 3 2 5 2 1 

3 6 4 2 1 1 4 1 3 

4 5 2 0 1 4 0 6 2 

5 4 1 3 1 3 2 2 4 

6 4 2 5 8 2 1 5 2 

7 2 3 2 3 1 3 2 6 

8 6 1 1 2 6 2 0 3 

9 6 5 0 0 4 1 1 4 

10 7 3 3 2 6 2 3 1 

Jumlah 46 24 18 21 33 22 28 27 

Rata-rata 4,6 2,4 1,8 2,1 3,3 2,2 2,8 2,7 

Jumlah 

ekspresi 

TNF-α  

7 3,9 5,5 5,5 
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Lampiran 8. Data dan Uji Statistik Ekspresi TNF-α 

Tabel 8.1 Data Ekspresi TNF-α 

Perlakuan U1 U2 U3 U4 Rata-rata 

Kontrol Negatif 4,2 4,2 2,8 3,7 3,725 

Kontrol Positif 25,6 30,8 28,2 28,2 28,200 

Terapi dosis 300 

mg/kg BB 

25,6 19,1 22,4 22,4 22,375 

Terapi dosis 600 

mg/kg BB 

12,6 10,2 12,3 11,7 11,700 

Terapi dosis 900 

mg/kg BB 

7 3,9 5.5 5,5 5,475 

 

 Induksi indometasin mampu meningkatkan ekspresi TNF-α ileum tikus 

(Rattus norvegicus) dan terapi yogurt susu sapi dapat menurunkan ekspresi    

TNF-α. Presentasi peningkatan ekspresi TNF-α adalah sebagai berikut : 

Kelompok Kontrol Positif 

Peningkatan ekspresi TNF-α  (%) = Rataan Positif – Rataan Negatif  

Rataan Negatif 

     = 28,200 – 3,725 

3,725 

= 657,047 % 

 

Presentasi penurunan ekspresi TNF-α  adalah sebagai berikut : 

Kelompok Terapi 300 mg/kg BB 

Penurunan ekspresi TNF-α (%) = Rataan Positif - Rataan Terapi  

Rataan Positif 

     = 28,200 – 22,375  

28,200 

= 20,656 % 

 

Kelompok Terapi 600 mg/kg BB 

Penurunan ekspresi TNF-α (%) = Rataan Positif - Rataan Terapi  

Rataan Positif 

     = 28,200 – 11,700 

28,200 

= 58,510  % 

X 100% 

X 100% 

X 100% 

X 100% 

X 100% 

X 100% 
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Kelompok Terapi 900 mg/kg BB 

Penurunan ekspresi TNF-α (%) = Rataan Positif - Rataan Terapi  

Rataan Positif 

     = 28,200 – 5,475 

28,200 

= 80,585 % 

 

8.1 Uji Normalitas Data 

 

Tests of Normality 

 
kelompok Kolmogorov-Smirnov

a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

TNFalfa 

Kontrol 

negatif 

,264 4 . ,836 4 ,183 

Kontrol 

positif 

,250 4 . ,945 4 ,683 

Dosis 300 ,254 4 . ,945 4 ,682 

Dosis 600 ,250 4 . ,895 4 ,405 

Dosis 900 ,258 4 . ,944 4 ,680 

 

8.2 Uji Homogenisitas 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Ekspresi TNFalfa   

Levene 

Statistic 

df1 df2 Sig. 

,626 4 15 ,651 

 

8.3 Uji One Way Anova 

 

ANOVA 

Ekspresi TNFalfa   

 Sum of 

Squares 

df Mean 

Square 

F Sig. 

Between 

Groups 

1819,547 4 454,887 154,434 ,000 

Within Groups 44,183 15 2,946   

Total 1863,730 19    

X 100% 

X 100% 
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8.4 Post Hoc Tests 

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   TNFalfa   

Tukey HSD   

(I) kelompok (J) kelompok Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error 

Sig. 95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Kontrol 

Negatif 

Kontrol Positif -24,4750
*
 1,2136 ,000 -28,222 -20,728 

Dosis 300 -18,6500
*
 1,2136 ,000 -22,397 -14,903 

Dosis 600 -7,9750
*
 1,2136 ,000 -11,722 -4,228 

Dosis 900 -1,7500 1,2136 ,612 -5,497 1,997 

Kontrol 

Positif 

Kontrol Negatif 24,4750
*
 1,2136 ,000 20,728 28,222 

Dosis 300 5,8250
*
 1,2136 ,002 2,078 9,572 

Dosis 600 16,5000
*
 1,2136 ,000 12,753 20,247 

Dosis 900 22,7250
*
 1,2136 ,000 18,978 26,472 

Dosis 300 

Kontrol Negatif 18,6500
*
 1,2136 ,000 14,903 22,397 

Kontrol Positif -5,8250
*
 1,2136 ,002 -9,572 -2,078 

Dosis 600 10,6750
*
 1,2136 ,000 6,928 14,422 

Dosis 900 16,9000
*
 1,2136 ,000 13,153 20,647 

Dosis 600 

Kontrol Negatif 7,9750
*
 1,2136 ,000 4,228 11,722 

Kontrol Positif -16,5000
*
 1,2136 ,000 -20,247 -12,753 

Dosis 300 -10,6750
*
 1,2136 ,000 -14,422 -6,928 

Dosis 900 6,2250
*
 1,2136 ,001 2,478 9,972 

Dosis 900 

Kontrol Negatif 1,7500 1,2136 ,612 -1,997 5,497 

Kontrol Positif -22,7250
*
 1,2136 ,000 -26,472 -18,978 

Dosis 300 -16,9000
*
 1,2136 ,000 -20,647 -13,153 

Dosis 600 -6,2250
*
 1,2136 ,001 -9,972 -2,478 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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8.5 Uji Tukey 

 

TNFalfa 

Tukey HSD
a
   

kelompok N Subset for alpha = 0.05 

1(a) 2(b) 3(c) 4(d) 

Kontrol Negatif 4 3,725    

Dosis 900 4 5,475    

Dosis 600 4  11,700   

Dosis 300 4   22,375  

Kontrol Positif 4    28,200 

Sig.  ,612 1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

. 

 

8.6 Grafik ekspresi TNF-α  

 

 


