BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

A. DESAIN PENELITIAN
Jenis penelitian ini adalah penelitian true eksperiment yang bertujuan untuk
mengetahui kadar glukosa darah pada Strain Wistar induksi Alloxan sebelum
diberi perlakuan dan sesudah diberi perlakuan. Penelitian ini menggunakan
pendekatan pretest posttest control group design. Rancangan ini berupaya untuk
mengungkapkan hubungan sebab akibat dengan cara melibatkan kelompok

kontrol disamping kelompok eksperimen yang dipilih secara acak (Arikunto,

2002).
Tabel 2. Desain penelitian
Kelompok Pretest Perlakuan Posttest
Eksperimen 1 01 X 02
Eksperimen 2 03 X 04
Kontrol positif 05 X 06
Kontrol negatif 07 - 08
X = perlakuan
- = tidak diberikan perlakuan

O1 = hasil observasi sebelum perlakuan pada kelompok eksperimen I

02 = hasil observasi sesudah perlakuan pada kelompok eksperimen I

O3 = hasil observasi sebelum perlakuan pada kelompok eksperimen II

NA = bhacil anhcoaruact cacnidah narlalrnian mada elamnolk ekenerimen 11
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1. Kriteria inklusj

a. Usia sekitar 2 bulan, karena Pada usia tersebyt tikus putih tejah mengalamj
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c. Jenis kelamin jantan, hal ini untuk menghindari adanya kehamilan yang
akan mempengaruhi kadar glukosa darah pada tikus putih.

2. Kriteria eksklusi

a. Tikus putih sakit selain diabetes mellitus

b. Tikus putih mati

Berdasarkan kriteria jumlah hewan uji dari WHO, diperlukan minimal 5 ekor

hewan uji pada setiap kelompok perlakuan. Tapi pada penelitian ini peneliti akan
menggunakan jumlah sampel dalam penelitian sebanyak 20 ekor yang diambil
secara random. Subyek akan dibagi menjadi 4 kelompok, masing — masing

kelompok terdiri dari 5 ekor tikus.

D. IDENTIFIKASI VARIABEL PENELITIAN
1. Variabel Bebas
a. Sirih Merah (Piper Crocatum Ruiz& Pav). Rebusan sirih merah dibuat
setiap hari dengan dosis 10 gr/KgBB. Pemberian sirth merah diberikan
secara oral pada masing — masing subyek.
b. Glibenklamid. Dosis glibenklamid yang diberikan adalah 0,1 mg pada
setiap subyek selama 10 hari.
2. Variabel Tergantung

Kadar glukosa darah masing — masing subyek melalui 3 (tiga) kali

manoilbaran ecahalinim diindnlel allovan catelash diindukei alloxan dan setelah
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3. Variabel Pengganggu

a.

Aktifitas: dikendalikan dengan cara menempatkan lima tikus di satu
kandang dan ukuran kandang disamakan.

Nutrisi: diberikan jenis makanan yang sama dengan kadar karbohidrat dan
glukosa yang diseimbangkan.

Autoimun : Pemilihan subjek yang sehat dan matur.

Genetik : Dipilih subyek yang tidak menderita diabetes mellitus dengan

cara diukur kadar glukosa darah terlebih dahulu.

4. Definisi Operasional

a.

Tikus diabetes mellitus pada penelitian ini adalah tikus diabetes yang
diakibatkan oleh induksi dari alloxan yang ditandai dengan adanya
kenaikan kadar glukosa darah. Tikus hiperglikemik permanen dapat
dihasilkan dengan menginjeksikan 120 - 150 mg/kgBB. Alloxan diberikan
secara intraperitoneal pada hewan uji. Alloxan merupakan derivat
pirimidin sederhana yang merusak sel beta pankreas sehingga menurunkan
produksi insulin. Alloxan yang diberikan dalam bentuk serbuk sebanyak
25 mg/kgBB untuk setiap tikus yang kemudian dilarutkan dengan aquades
sebanyak 3 ml.

Sirth merah (piper crocatum ruiz & pav) yang digunakan pada penelitian

ini adalah rebusan sirih merah yang menggunakan pelarut air dan dibuat

Aangan cara 10 or dann cirth merah di rehue denean air 100 mililiter
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sampai volumenya 10 mililiter. Akan diberikan dengan dosis 10 gr/KgBB
perhari dan akan diberikan 1 kali sehari.

c. Glibenklamid adalah obat standar yang dipakai untuk terapi pada
penderita diabetes mellitus. Glibenklamid diberikan dengan dosis 0,1
mg/hari dan akan dilarutkan dengan aquades sebanyak 0,5 ml.

d. Kadar glukosa darah adalah kadar glukosa darah puasa dengan
mempuasakan starin wistar selama 8 jmln sebelum dilakukan pengambilan
darah. Darah tikus strain wistar akan diambil secara IV melalui
intraorbital dan ekor. Metode pengukuran yang digunakan adalah
colorimetric test menggunakan spektrofotometer. Pemeriksaan kadar
glukosa darah menggunakan reagen KIT glucose DYASIS metode GOD —
PAP. Prinsipnya adalah glukosa diubah menjadi asam glukonik dan H202
oleh enzim oksidase. H202 yang terbentuk bereaksi dengan 4 -
aminoantipyrin dan phenol dengan bantuan enzim hydrogen peroxidase
membentuk chinonimine yang berwarna dan intensitasnya diukur secara

fotometrik.

E. INSTRUMEN PENELITIAN

Rahan — hahan dan alat vano dionnakan untuuk nemeriksaan kadar slukosa
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1. Bahan

Larutan Reagen KIT glucose DIASYS yang diperoleh dari laboratorium
PAU-UGM untuk mengukur kadar gluksa darah.

Alloxan diperoleh dari laboratorium PAU-UGM.

Glibenklamid sebagai pembanding.

Sediaan uji berupa sirih merah (Piper Crocatum Ruiz& Pav ).

2. Alat

L

Sarung tangan

Sonde oral

Pipet tetes

Blender

Saringan/kain saring
Timbangan

Tabung reaksi

Sentrifuse kecil hettich EBA III
Spektrofotometer ( UV-1202 shimadzu )
Gelas kaca

Spuit 2,5 ml

Thermometer air

3. Carakerja

aY AMarm ik f:lhie ofrrtsr wictar cahat Adan matiur denoan ienie Felamin 1antan



b) Tiap — tiap tikus yang telah dipilih untuk dijadikan sampel ditimbang berat
badannya.

c) Tikus strain wistar diadaptasikan selama seminggu di Lab. Biomedis
FKIK UMY. Selama adaptasi, tikus strain wistar akan diamati serta
dipantau status kesehatan dan aktifitasnya.

d) Sebelum pengambilan darah yang pertama dilakukan, tikus dipuasakan
selama 8 jam.

e) Setelah 8 jam, darah tikus diambil sebanyak 1,5 ml dan diperiksa glukosa
darah pertama untul; melihat kadar glukosa darah normal pada hewan uji,
cara pengukuran kadar glukosa darah sebagai berikut :

1) Darah di centrifuge dalam tabung reaksi dengan 4000 rpm

selama 15 menit — ambil 10ul plasma ditambah 1000ul
reagen— MiX~ inkubasi—20 menit (20°C - 25°C) - baca A
500 nm,

2) Setelah baca hasil, kemudian melakukan penghitungan dengan

rumus ketetapan Cal % x consederat ( 100mg/dl ).

f) Setelah pemeriksaan glukosa darah pertama, hewan uji diberi alloxan.
Rincian dosis yang diberikan yaitu :
- Dosis 25 mg/ekor

8 ma v 18 alar = 275 mo vano dibntithlan dari total inmlah
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g) Untuk melihat reaksi alloxan yang telah diberikan, dibiarkan selama 24
jam, kemudian diambil darah dari hewan uji sebanyak 1,5 ml,
selanjutnya dilakukan pemeriksaan kadar glukosa darah puasa yang
kedua sebelum hewan uji diberikan perlakuan.

h) Subjek pada kelompok uji 1: diberi rebusan sirih merah (Piper
Crocatum Ruiz& Pav) masing — masing 10 gr/kgbb gr setiap hari selama
10 hari. Rincian dosis yg diberikan yaitu :

- Dosis 10 gr/kg BB = 200 : 1000 x 10 = 2 gr per ekor tikus.

- 2 gr X5 ekor =10 g x 10 hari = 100 gr yang dibutuhkan dari

total sediaan bahan uji.

Subjek pada kelompok uji 2: diberi glibenklamid, masing — masing
0,1 mg. rincian dosis yg diberikan : 0,1 mg X 7 ekor = 0,7 mg x 10
hari pemberian = 7 mg yang dibutuhkan.
Subjek pada kelompok kontrol positif: tidak diberi rebusan sirih
merah atau glibenklamid. Pada kelompok ini hanya diberi
aquadest.
Subyek pada kelompok kontrol negatif: merupakan kelompok
dengan tikus strain wistar sehat dan tidak diinduksi alloxan.

i) Setelah 10 hari, dilakukan pengambilan darah ke 3. Sebelum

pengambilan darah subjek dipuasakan selama 8 jam.

N Dancarmhhilam Aarah Ira 2 cohanvualr 1 & wal t1am cithials
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k) Pemeriksaan kadar glukosa darah ke 3 dilakukan setelah tiap subjek

diberikan perlakuan.

F. ANALISIS DATA

Setelah didapatkan data kadar glukosa darah pada masing masing kelompok
sample, kemudian dilakukan uji normalitas. Jika didapatkan distribusi data
normal data dianalisis menggunakan sample paired t — test karena pada penelitian
ini akan dilakukan pengukuran atau perlakuan yang berbeda pada subjek yang
sama. Data hasil penelitian antar kelompok akan dianalisis menggunakan oneway
ANOVA yang dugunakan untuk menguji lebih dari 2 sample uji statistik. Jika
distribusi data tidak normal maka data akan diuji dengan wilcoxon.

Selanjutnya untuk dapat menolak atau menerima hipotesis, maka F hitung
yang telah diketahui harus dikonsultasikan dengan membandingkan nilai F hitung
dengan F tabel, sehingga kesimpulan yang dapat diambil adalah:

1. Bila Fh lebih besar dari Ft maka dikatakan signifikan sehingga Ho ditolak,

Ha diterima.

7 Mila Fh lahih Lanil Aari B+ malra dilratallan tidalr cionifikan eechinocoa Ha
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Tabel 3. Anova 1 arah (Sugiyono, 2007).
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SV | dk Jumlah kuadrat | MK Fh Ft Kep
(JK)
' - K ( .
ant [m-—1 E @ Rua): _Ii MEKar: Tab | Fh> Ft
Blsl M—1 MKdal |F |Haditerima
(2 Xzar)*
N
dal | N-m | JKeot—JKont JKdal
N—m
Keterangan :
SV = Sumber variasi
Tot =Total

ant = Antar kelompok
dal = Dalam kelompok

Tab F = Tabel F untuk 5% atau 1%

Uji t — test digunakan untuk menguji hipotesis komparatif dua sampel yang

berkorelasi. Uji t — test ini bertujuan untuk mengetahui besar serta perbedaan

keefektifan intervensi yang diberikan terhadap penurunan kadar glukosa darah.
Rumus uji t-test yang digunakan adalah (Sugiyono, 2007) :
X1-X2

ST 57

vn1 ' n2 =ar %][\S_—r'n'i




Keterangan:

X1 = Rata —rata sampel 1

X2 = Rata — rata sampel 2

S1 = Simpangan baku sampel 1
S2 = Simpangan baku sampel 2
S12 = Varians sampe] 1

S22 = Varians sampel 2

r = Korelasi antara dua sampel

G. ETIKA PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan sampel tikus strain wistar sebagai hewan uji
dimana hewan uji yang sehat akan dijadikan mengalami hiperglikemia. Hewan uji
diperlakukan dengan memperhatikan etika penelitian pada makhluk hidup.
Sebelum dan selama dilakukan penelitian hewan uji diamati status kesehatannya.

Pada saat memberikan perlakuan, tindakan — tindakan yang bersifat melukai

Adilaknkan nleh tenaoca vano terlatih nintitk meminimalisir efek samnine nerlakuan.



