BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan analisis data, maka dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Diet rendah magnesium dapat menyebabkan penurunan jumlah
netrofil dalam darah tikus Wistar jantan pada kelompok perlakuan
dibandingkan kelompok kontrol.

2. Diet rendah magnesium dapat menyebabkan peningkatan kadar I1L-6
dalam darah tikus Wistar jantan pada kelompok perlakuan
dibandingkan kelompok kontrol.

5.2 Saran

Saran peneliti untuk penelitian ini selanjutnya adalah mengetahui
berapa banyak Staphylococcus aureus yang diinjeksikan pada tikus dan
berapa lama waktu maksimal agar S. aureus dapat berfungsi dengan baik
dalam mengaktifkan sel fagosit.
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LAMPIRAN C

Perhitungan jumlah netrofil (sel/mm?®) dengan

menggunakan Hemositometer

. Sampel darah diambil dengan menggunakan pipet lekosit sampai tanda
0,5. Jika darah di atas tanda 0,5 maka darah diturunkan dengan
menggunakan bahan yang non absorben pada ujung pipetnya.

. Ujung pipet diletakkan secara vertikal dan larutan Turk ditambahkan
secara perlahan sampai tanda 11. Larutan dicampur dengan memutar
bolak-balik pipet lekosit dan dibuang 3 tetes pertama.

. Hemositometer dibersihkan dengan menggunakan etanol 70%.

. Pipet dipegang dengan posisi vertikal dengan jari telunjuk menutup
puncak pipet, lalu ujung pipet diletakkan pada tepi kamar hitung dan
cairan dibiarkan mengalir di bawah gelas penutup sampai memenuhi
kamar hitung.

. Bagian yang berlawanan dari kamar hitung diisi dengan larutan yang
kedua.

. Darah dibiarkan 1 menit di dalam kamar hitung sebelum diperiksa
jumlah netrofilnya agar sel darah dapat mengendap.

. Kemudian sel darah dihitung dengan menggunakan mikroskop pada
perbesaran 400x. Jika terdapat sel yang menempel pada garis batas,
maka sel yang dihitung hanya sel yang berada di bidang kiri atas
sedangkan yang kanan bawah tidak perlu dihitung, ataupun juga

sebaliknya (Swenson, 1984).
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Cara perhitungan jumlah sel darah adalah sebagai berikut:

Jumlah sel darah x koreksi isi x koreksi pelarut
Koreksi isi dari 4 bidang adalah 2,5. Karena darah dilarutkan pada
perbandingan 1:20, maka koreksi pelarut adalah 20 (Davidsohn and
Henry, 1974).
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LAMPIRAN D

Pengujian kadar IL-6 (pg/ml)
(dilakukan berdasarkan prosedur kerja Rat 1L-6 ELISA Kit,
Biolegend, USA)

1. Semua reagen diletakkan pada suhu kamar dan disiapkan kurva standar
untuk setiap uji.

2. Jika ada strip yang tidak digunakan, maka dihilangkan dari microplate
dan di-seal kembali.

3. Standar Rat IL-6 direkonstitusi dengan air deionisasi, lalu divortex.
Pengenceran standar dilakukan dengan 60 pl standar stock solution
diencerkan ke dalam 240 pl Assay Buffer A. Kemudian dilakukan
pengenceran berikutnya dari tabung yang sudah berisikan 60 pl standar
stock solution dalam 240 pl Assay Buffer A (1.200 pg/ml) sebanyak 6
seri dengan memipet 150 pl dari tabung yang konsentrasinya 1.200
pg/ml dan dimasukkan ke dalam 150 pl Assay Buffer A dan seterusnya.
Assay Buffer A bertindak sebagai standar nol (0 pg/ml). Jadi, konsentrasi
IL-6 yang ada di tabung berturut-turut adalah 1.200 pg/ml, 600 pg/ml,
300 pg/ml, 150 pg/ml, 75 pg/ml, 37,5 pg/ml, dan 18,8 pg/ml dapat
dilihat pada Gambar D.1

60 pL 150 L 150 L 150 pL 150 L 150 pL 150 pL
ﬁ E f 150 ul.

Larutan stok 1,200 37.5 18.8 pg/mL

Gambar D.1 Pengenceran larutan standar Rat IL-6 (Biolegend, 2012)
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. Plate dicuci sebanyak 4 kali masing-masing dengan 300 ul Wash Buffer
untuk setiap sumuran dan buffer yang tertinggal dibuang dengan cara
plate ditepuk pada selembar tissue dengan keadaan terbalik.

. Untuk kolom standar (replikasi 1 dan 2) dimasukkan 50 pl matriks C ke
dalam sumuran A-H, lalu ditambahkan lagi dengan larutan standar yang
sudah diencerkan sebanyak 50 pl.

. Untuk kolom sampel (replikasi 1 dan 2) dimasukkan 50 pl Assay Buffer
A ke dalam sumuran A-H, lalu ditambahkan lagi dengan sampel plasma
sebanyak 50 pl.

. Plate ditutup dengan menggunakan plate sealer dan diinkubasi pada
suhu kamar selama 2 jam dan di-shaking dengan kecepatan 2000 rpm.

. Isi dalam sumuran dibuang dan plate dicuci sebanyak 4 kali seperti pada
prosedur sebelumnya (langkah ke-4).

. Larutan antibodi IL-6 ditambahkan sebanyak 100 ul ke dalam setiap
sumuran dan diinkubasi pada suhu kamar selama 1 jam dan di-shaking

dengan kecepatan 2000 rpm.

10.1si dalam sumuran dibuang dan dicuci sebanyak 4 kali seperti pada

prosedur sebelumnya (langkah ke-4)

11.Larutan Avidin-HRP A ditambahkan sebanyak 100 ul ke dalam setiap

sumuran, lalu plate ditutup dan diinkubasi pada suhu kamar selama 30

menit dan di-shaking dengan kecepatan 2000 rpm.

12.1Isi dalam sumuran dibuang dan dicuci sebanyak 5 kali masing-masing

300 pl Wash Buffer untuk setiap sumuran. Untuk pencucian yang
terakhir, sumuran direndam dengan 300 pl Wash Buffer selama 30 detik-

1 menit.

13.Ke dalam setiap sumuran ditambahkan larutan substrat F sebanyak 100

pl dalam suasana gelap dan diinkubasi pada suhu kamar selama 10
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menit. Sumuran yang mengandung Rat IL-6 akan mengalami perubahan
warna menjadi biru yang berbanding lurus dengan konsentrasi.
14.Selanjutnya ditambahkan larutan stop sebanyak 100 pl, warna larutan
akan berubah dari biru menjadi warna kuning.
15. Absorbansi dibaca pada ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm
dan dikoreksi pada panjang gelombang 570 nm dalam waktu maksimal

30 menit setelah penambahan larutan stop.
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LAMPIRAN E
Pakan BR 1 dan premix yang digunakan dalam penelitian
Pakan BR 1

Komposisi pakan BR 1 menurut PT. Charoen Pokphand Indonesia

adalah sebagai berikut:

Bahan Penyusun Jumlah (%)
Kadar air max 13
Protein min 21-23
Lemak min 5
Serat max 5
Abu max 7
Calcium min 0,9
Fosfor min 0,6

Premix (mineral)
Komposisi premix menurut PT. Eka Farma Indonesia adalah

sebagai berikut :

Bahan Penyusun Jumlah (%)
Kalsium 43-45
Fosfor 10-12
Ferrum 4,40
Cupprum 0,044
Mangan 0,397
lodin 0,002
Sodium Chlorida 10
Magnesium 3,30
Zink 0,50
Cyanocobalamine 1,545
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LAMPIRAN F

Data hasil penimbangan berat badan tikus (g)

Berat badan kontrol (g)

Minggu

Grup 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
K1 179 231 253 274 304 311 319 341 352 360
K2 206 233 242 233 270 277 284 298 305 310
K3 171 197 189 196 232 241 251 261 266 275
K4 222 254 263 276 294 298 304 316 326 341
K5 217 221 237 256 272 277 283 293 299 313
K6 196 206 218 234 238 242 247 260 276 279
K7 238 238 243 260 282 286 291 302 308 320
K8 222 233 249 266 276 287 299 310 318 324

Rerata 206,37 226,62 236,75 249,37 271 277,37 284,75 297,62 306,25 315,25

SD 23,02 18,18 23,30 26,99 25,00 24,77 24,93 27,17 27,29 28,61
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Berat badan perlakuan rendah magnesium (g)

Minggu

Grup 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mgl 241 223 233 242 257 260 265 283 282 298
Mg2 208 262 270 268 293 298 303 309 320 327
Mg3 186 216 240 251 276 279 289 304 309 324
Mg4 237 252 268 283 298 305 313 319 319 322
Mg5 193 210 227 249 259 264 270 290 304 317
Mg6 220 249 264 261 282 288 296 309 331 334
Mg7 209 231 235 242 266 274 282 295 303 311
Mg8 246 247 257 292 318 325 332 347 351 370
Rerata 217,50 23625 249,25 261 281,12 286,62 29375 307 314,87 32537

SD 2237 1886 17,35 18,74 21,08 21,97 2228 19,89 20,64 21,07

Selisih berat badan (sesudah perlakuan-sebelum perlakuan)
Berat badan (g)

Kelompok 1 2 3 4 5 6 7 8 ReratatSD

Kontrol 129 77 78 87 92 73 82 91 88,62+17,67
RendahMg 75 65 108 70 107 85 80 123 89,12+20,94
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Hasil uji Independent t-Test dengan derajat kepercayaan 95%.
Group Statistics

Kelompok N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Beratbadan  Kontrol 8 88.6250 17.67110 6.24768
Rendah Mg 8 89.1250 20.94508 7.40520

Independent Samples Test

Levene's Test
for Equality t-test for Equality of Means

of Variances

95% Confidence Interval of the

Difference
Sig. Std.
Mean
(2- Error
F Sig. t df Differe Lower Upper
tailed Differen
nce
) ce
Equal
Berat
padan variances  1.237 .285  -.052 14 .960 -50000 9.68868  -21.28015  20.28015
assumed
Equal
variances
-.052 13.614 .960 -50000 9.68868  -21.33555  20.33555
not
assumed
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LAMPIRAN G

Data perhitungan jumlah netrofil (sel/mm?®)

Jumlah netrofil (sel/mm?) pada kelompok kontrol

Kelompok Jumlah netrofil (sel/mm?)
K1 500
K2 250
K3 300
K4 400
K5 200
K6 850
K7 250
K8 900

Rerata 456,25
SD 275,73

Jumlah netrofil (sel/mm?®) pada perlakuan rendah magnesium

Kelompok Jumlah netrofil (sel/mm?)
Mg 1 150
Mg 2 50
Mg 3 150
Mg 4 100
Mg 5 150
Mg 6 300
Mg 7 250
Mg 8 100
Rerata 156,25

SD 82,10
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Hasil uji Independent t-Test dengan derajat kepercayaan 95%.
Group Statistics

Kelompok N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Netrofil Kontrol 5 280.0000 75.82875 33.91165
Rendah Mg 5 130.0000 27.38613 12.24745
Independent Samples Test
Levene's Test
for Equality t-test for Equality of Means
of Variances
95% Confidence Interval of the
Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df Lower Upper
taile  Difference  Difference
d)
Equal 2753 136 4160 8 .003  150.00000 36.05551  66.85584  233.14416
:<\il|e o variances
assumed
Equal 4160 5.026 .009 150.00000 36.05551  57.46050  242.53950
variances
not
assumed
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LAMPIRAN H

Data perhitungan kadar IL-6 (pg/ml)

Linearitas baku standar

Konsentrasi standar

Absorbansi 1 Absorbansi 2 Absorbansi rata-rata
(pg/ml)
1200 - - -
600 - - -
300 2,841 2,704 2,77
150 1,729 1,593 1,66
75 1,145 11 1,12
37,5 0,81 0,78 0,80
18,8 0,72 0,63 0,68
0 0,51 0,54 0,52
3
y =0.007x + 0.537 L 3
R2=0.999 .
2.5 7
2
g //'
g e
-g ’,' & Seriesl
1 ’,' ----- Linear (Series1)
4
0.5 ¢
0
0 100 200 300 400
Konsentrasi (pg/ml)
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Kadar IL-6 (pg/ml) pada kelompok kontrol

Kelompok  Absorbansil  Absorbansi 2 Absorbansi rata-rata Konsentrasi (pg/ml)

K1 0,970 0,911 0,94 53,93

K2 0,288 0,295 0,29 0

K3 0,391 0,340 0,36 0

K4 0,663 0,574 0,61 10,81

K5 - - - -

K6 0,314 0,301 0,30 0

K7 0,292 0,275 0,28 0

K8 0,497 0,449 0,47 0
Rerata 8,09

SD 18,90

Kadar IL-6 (pg/ml) pada kelompok rendah magnesium
Kelompok Abso:rLbansi Absorzbansi Absorbansi  Konsentrasi Pengenceran §:§;ﬁ2:;§§
rata-rata (pg/ml) (pg/ml)

Mg 1 2,618 2,213 2,41 251,41 3 754,24
Mg 2 2,713 2,482 2,59 275,78 1 275,78
Mg 3 2,627 2,348 2,48 261,05 3 783,15
Mg 4 - - - - -
Mg 5 1,711 1,621 1,66 151,06 1 151,06
Mg 6 1,322 1,232 1,27 98,98 1 98,98
Mg 7 2,235 1,974 2,10 209,77 1 209,77
Mg 8 2,286 2,292 2,28 234,47 1 234,47
Rerata 358,21

SD 286,25
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Hasil uji Independent t-Test dengan derajat kepercayaan 95%.
Group Statistics

Kelompok N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
IL-6 Kontrol 6 10.7900 21.57200 8.80673
Rendah Mg 6 4014117 287.49515 117.36940

Independent Samples Test

Levene's Test

for Equality t-test for Equality of Means

of Variances

95% Confidence Interval of the

Difference
Sig.
(2- Mean Std. Error
F Sig. t df Lower Upper
taile Difference  Difference
d)
Equal 29.170  .000 -3.319 10 .008 -390.62167  117.69934 -652.87215  -128.37119
I.IE; variances
assumed
Equal -3.319 5056 .021 -390.62167 117.69934 -692.16700  -89.07634
variances
not
assumed
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