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Abstract 
The high morbidity and mortality due to malaria infection makes it a global 

health problem. The pathogenesis and pathophysiology of cerebral malaria has not 
been fully understood. The use of cerebral malaria model mice is one alternative to 
understand its pathogenesis and pathophysiology. The purpose of this study was to 
compare Swiss mice and C57BL / 6 mice inoculated by P.berghei ANKA as a model 
of cerebral malaria mice. Methods: The study design was a randomized Post Test 
Control Only Group Design using 12 Swiss mice and 12 C57BL / 6 mice divided into 
2 groups each: the treatment group inoculated by P. berghei ANKA and the control 
group without inoculation. Observation of clinical manifestations and parasitemia 
level was carried out from day 1 to day -10. The study results showed that K2 group 
showed a significant increase in the degree of parasitemia compared to K4. K4 
group showed clinical manifestations of cerebral malaria while K2 did not show 
clinical manifestations of cerebral malaria. Conclusion: C57BL / 6 mice inoculated by 
PbA can be used as cerebral malaria animal models. 
 
Keywords:P.berghei ANKA, C57BL/6 mice, Swiss mice, Clinical 

manifestation,Parasitemia level. 
 

Abstrak 
 
Tingginya angka kesakitan dan kematian akibat infeksi malaria 

menjadikannya sebagai  masalah kesehatan global. Patogenesis dan patofisiologi 
malaria serebral  belum difahami secara menyeluruh. Penggunaan mencit model 
malaria serebral menjadi salah satu alternatif untuk memahami patogenesis dan 
patofisiologisnya. Tujuan penelitian ini adalah untuk membandingkan mencit swiss 
dan mencit C57BL/6 yang diinokulasi P.berghei ANKA sebagai model mencit  
malaria serebral. Metode : Rancangan penelitian randomized post test control only 
group designmenggunakan 12 mencit swiss dan 12 mencit C57BL/6 yang terbagi 
masing-masing menjadi 2 kelompok : kelompok perlakuan yang diinokulasi 
P.berghei ANKA dan kelompok kontrol tanpa inokulasi. Pengamatan manifestasi 
klinis dan level parasitemia dilakukan mulai dari hari ke 1 - hari ke -10. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa kelompok K2 menunjukkan kenaikan derajat 
parasitemia yang signifikan dibandingkan K4. Kelompok K4 menunjukkan adanya 
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manifestasi klinis malaria serebral sedangkan K2 tidak menunjukkan manifestasi 
klinis malaria serebral. Kesimpulan: Mencit C57BL/6 yang diinokulasi PbA dapat 
dijadikan hewan model malaria serebral. 
 

Kata kunci: P.berghei ANKA, mencitC57BL/6, mencit Swiss, manifestasi klinik, level 

parasitemia. 
 

Pendahuluan 

Malaria menyebabkan kematian dari satu juta orang setiap tahunnya, dan 

sebagian besar disebabkan oleh malaria serebral akibat infeksi dari Plasmodium 

falciparum. Diagnosis malaria serebral ditegakkan jika adanya gejala neurologis dan 

bentuk aseksual parasit malaria pada hapusan darah tepi(Sierro and Grau 2019). 

Terdapat 90% kasus malaria serebral pada anak-anak di sub-Saharan Afrika, 

sedangkan pada dewasa di wilayah Asia Tenggara memiliki angka kematian untuk 

malaria serebral sebesar 50%, sedangkan di Indonesia angka kematiannya sebesar 

21,5% -30,5%(Nurhayati 2009; Storm and Craig 2014).Keberhasilan terapi malaria 

serebral terkait dengan pemahaman terhadap proses biologi perkembangan 

penyakit tersebut. Patogenesis dan patofisiologi malaria serebral masih belum 

terungkap jelas, disebabkan keterbatasan sampel otak hasil otopsi penderita malaria 

serebral yang sangat terbatas, sehingga sebagai alternatifnya, peneliti 

menggunakan hewan model malaria serebral, termasuk mencit model. Dari berbagai 

studi literatur didapatkan bahwa konsep – konsep dasar tentang malaria serebral di 

dapatkan dari penelitian menggunakan mencit coba(Souza, Hafalla, and Riley 2009). 

Plasmodium berghei ANKA/PbA merupakan parasit malaria pada hewan 

pengerat yang sering digunakan untuk menginokulasi mencit model malaria 

serebral. Patogenesis dan patofisiologi pada mencit yang dinfeksi oleh PbA 

menunjukkan kesamaan dengan infeksi malaria serebral pada manusia, 

Penggunaan model malaria serebral juga harus memperhatikan jenis spesies mencit 
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yang diinokulasi oleh PbA(Doolan 2002; Janse 2016). Studi sebelumnya 

menyatakan bahwa mencit C57BL/6 sangat rentan terhadap inokulasi PbA, 

sehingga sangat cocok digunakan sebagai hewan model malaria serebral(Blanco et 

al. 2008; Oakley et al. 2008).Inokulasi PbA pada mencit C57BL/6tersebut dapat 

menyebabkan munculnya manifestasi klinis malaria serebral pada hari ke-6 sampai 

dengan hari ke-12 post inokulasi PbA(Martins et al. 2009).Mencit swiss outbred telah 

lama digunakan dalam penelitian eksperimental malaria serebral, tetapi laporan 

penggunaannya dalam studi malaria serebral sangat terbatas dan deskripsi infeksi 

PbA dalam mencit swiss ini kurang memiliki rincian tentang perjalanan infeksinya 

serta perubahan histopatologis jaringan otaknya. Dalam penelitian ini, kami 

mencoba menggunakan mencit swiss inbreed yang diinokulasi dengan PbA, untuk 

membuktikan apakah mencit swiss inbreed ini dapat digunakan sebagai hewan 

model malaria serebral dan membandingkan manifestasi klinis dan level parasitemia 

dari hari ke-1 sampai dengan hari ke-10 dengan mencit C57BL/6 yang diinokulasi 

dengan PbA juga.  

Metode 

Penelitian ini merupakan true experimental study dan desain penelitian yang 

digunakan adalah Post Test Control Only Group Design yang telah disetujui oleh 

komite etik penelitian FK Hang Tuah Surabaya. Jumlah sampel penelitian ini dihitung 

menggunakan rumus Federer dengan 4 kelompok penelitian yang masing – masing 

kelompok terdiri dari 6 ekor mencit sehingga didapatkan 24 mencit.Sampel 24 

mencit terdiri dari 12 mencit C57BL/6 betina dan 12 mencit swiss betina dan 

dikelompokkan sebagai berikut :  

1. Kelompok 1/K1 : 6 ekor mencit swiss betina yang tidak diinokulasi PbA 

2. Kelompok 2/K2 : 6 ekor mencit swiss betina yang diinokulasi PbA 
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3. Kelompok 3/K3 : 6 ekor mencit C57BL/6 yang tidak diinokulasi PbA 

4. Kelompok 4/K4 : 6 ekor mencit C57BL/6 yang diinokulasi PbA 

Mencit swiss didapatkan dari Universitas Gajah Mada dan mencit C57BL/6 

didapatkan dari PT. Indoanilab Bogor dengan berat sekitar 15 – 20 gram dan berusia 

7 – 10 minggu. PbA didapatkan dari laboratorium parasitologi klinik FK Universitas 

Brawijaya Malang. Pada kelompok K2 dan K4 diinokulasi dengan 0.2 ml eritrosit 

yang mengandung 1 x 106 PbA secara intraperitoneal(Adetutu et al. 2016). 

Inokulasi PbA 

Proses aklimatisasi dan adaptasi mencit coba berlangsung selama 7 hari, 

kemudian dilakukan randomisasi untuk penentuan mencit di masing – masing 

kelompok penelitian. Pada kelompok perlakuan (K2 dan K4) dilakukan proses 

inokulasi sebagai berikut :Darah yang mengandung yang mengandung ± 106 parasit 

PbA diinokulasikan terhadap 6 ekor mencit donor, masing – masing 0,2 ml secara 

intra peritoneal.Setelah proses inokulasi dilanjutkan dengan pengamatan derajat 

parasitemia setiap hari untuk mengetahui perkembangan parasit. Ketika derajat 

parasitemia mencapai 30 – 40%, mencit donor dimatikan menggunakan injeksi 

ketamine-xylazine secara intraperitoneal dan dilakukan pengambilan darahmelalui 

pungsi jantung menggunakan spuit 3 ml dengan jarum spuit ukuran 22.Dari masing 

– masing mencit didapatkan sekitar 1,2 – 1,5 ml darah, kemudian dimasukkan ke 

tabung reaksi dengan heparin (darah:heparin = 90%:10%). Semua darah dicampur 

supaya homogen jumlah parasitnya.Darah tersebut diinokulasikan ke masing – 

masing mencit mencit pada K2 dan K4 menggunakan spuit 1 ml, masing – masing 

0,2 ml secara intra peritoneal (Baeti 2010). 
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Pemeriksaan Derajat Parasitemia 

Pengamatan tingkat parasitemia dilakukan serial setiap hari mulai hari ke-1 – 

hari ke-10 post inokulasi PbA. Tehnik tetes tipis digunakanuntuk menghitung jumlah 

eritrosit yang terinfeksi dibagi dengan 1000 eritrosit dikalikan 100% menggunakan 

mikroskop binokular dan pewarnaan Giemsa. Tata cara pemeriksaan derajat 

parasitemia dimulai dengan proses desinfeksi dengan alkohol  pada ujung ekor 

mencit, dilanjutkan dengan pemotongan pada ujung ekor mencit menggunakan 

gunting steril. Setelah ujung ekor dipotong dilanjutkan dengan menekan ujung ekor 

untuk meneteskan darah diatas gelas obyek, dilakukan hapusan dengan gelas 

obyek yang lain, dan dikeringkan pada suhu kamar. Proses pewarnaan dimulai 

dengan menggenangi obyek glass dengan giemsa ± 45 menit, dicuci pada air 

mengalir, dikeringkan pada suhu kamar. Pengamatan parasit di dalam eritrosit 

menggunakan mikroskop dengan pembesaran obyektif 100x dan pembesaran okular 

10x. Memilih area hapusan darah tepi dengan pengecatan giemsa dimana eritrosit 

terdistribusi dengan baik, menghitung semua eritrosit pada seluruh lapangan 

pandang dan tanpa menggeser sediaan sampai eritrosit yang terhitung mencapai 

100 eritrosit. Dilakukan pengulangan penghitungan eritrosit minimal 2x dan 

pengamatan dilakukan pada 10 lapangan pandang dan didapatkan  jumlah rata-rata 

eritrosit yang terinfeksi per 1000 eritrosit kali 100 % (Baeti 2010; Adetutu et al. 

2016).Pengamatan dilakukan oleh dua orang yang berbeda dan dilakukan 

penghitungan nilai rata – rata pengamatan derajat parasitemia antara dua 

pengamatan.Jenis skala data yang didapatkan dari pemeriksaan kadar parasitemia 

adalah rasio. 
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Pengamatan Manifestasi Klinis  

Pengamatan manifestasi klinis malaria serebral dilakukan mulai dari hari ke-1 

sampai dengan hari ke-10 post inokulasi PbA. Pengamatan manifestasi  klinis 

dengan pemberian skor oleh(Waknine-Grinberg et al. 2010) yang telah dimodifikasi 

oleh (Runtuk, Fitri, and Noviyanti 2018): 

 

Tabel 1 Skoring Penilaian Manifestasi Klinis Malaria Serebral 

 Tanda Klinis Skor 

Keadaan bulu 
Normal 0 

Kusut 1 

Perilaku 

Normal 0 

Postur 
membungkuk 

1 

Imobilisasi atau 
parsial paralisis 

2 

Koma, kejang 3 

Suhu tubuh 
Normal 0 

Menggigil 1 

 

Penilaian skoring manifestasi klinis dilakukan dengan menjumlahkan skor tiap poin 

penilaian yang dilakukan oleh dua orang yang berbeda. Skor akhir merupakan nilai  

rata – rata hasil pengamatan antara pengamat 1 dan 2.  Mencit yang memiliki skor ≥ 

4 dianggap menderita serebral malaria (Runtuk, Fitri, and Noviyanti 2018).  

Setelah dilakukan pengamatan gejala klinis malaria serebral dan telah 

dilakukan perhitungan derajat parasitemia, mencit dari semua kelompok dilakukan 

terminasi, dengan cara membiusnya dengan ketamine-xylazine secara 

intraperitoneal(Leary et al. 2013; Einstein 2015), kemudian dilakukan diseksi thorax 

untuk mengambil darahnya secara intrakardiak. Setelah dilakukan terminasi sesuai 

protokol, lalu sisa tubuh mencit dikirim ke insenerator untuk dimusnahkan 

(Darmawan 2014). 



RESEARCH STUDY Oceana Biomedicina Journal Vol 3 No 2 
  Jul– Dec 2020 

 

57 
 

Analisis Data 

Dari hasil penelitian, data dianalisis dengan menggunakandengan tingkat 

kemaknaan yang digunakan pada penelitian ini sebesar 5 %. Data dianalisis secara 

deskriptif dan statistik parametrik Kruskal wallis dan Mann Whitney U karena data 

tidak terdistribusi normal dan homogen.  

Hasil dan Diskusi 

Data pemeriksaan derajat parasitemia menunjukkan bahwa data tidak 

berdistribusi normal sehingga analisis menggunakan Kruskal Wallis, dan data hasil 

pemeriksaan dapat dilihat pada tabel dibawah ini : 

Tabel 2 Analisis Deskriptif dan Statistik Penghitungan Derajat 
Parasitemia Hari 1-10 

 
Kelompok 

NILAI RERATA PENGHITUNGAN DERAJAT PARASITEMIA (%) 
 

Hari 1 Hari 2 Hari 3 Hari 4 Hari 5 Hari 6 Hari 7 Hari 8 Hari 9 Hari 10 

K1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

K2 0.00 0.00 0.22 0.65 2.85 4.58 5.72 12.03 12.96 14.40 

K3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

K4 0.00 0.00 0.27 1.18 2.03 2.43 6.50 2.68 1.67 1.83 

Analisis 
Kruskal Wallis; 

Nilai p = 

1.00 1.00  0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 

Analisis Mann 
Whitney K1-K2 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

Analisis Mann 
Whitney K1-K3 

Nilai p = 

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Analisis Mann 

Whitney K1-K4 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

Analisis Mann 
Whitney K2-K3 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

Analisis Mann 
Whitney K2-K4 

Nilai p = 

1.00 1.00 0.699 0.132 0.093 0.026* 0.394 0.015 0.002* 0.002* 

Analisis Mann 

Whitney K3-K4 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

 Tanda *: nilai p < 0.05, menunjukkan perbedaan yang signifikan 

 

Hasil analisis statistik dan deskriptif pada tabel diatas menunjukkan bahwa 

pengamatan hari ke-1 dan ke -2 post inokulasi PbA pada semua kelompok 
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menunjukkan tidak adanya perbedaan yang signifikan. Hal ini berarti pada hari ke-1 

dan ke-2 belum terjadi pertumbuhan parasit post proses inokulasi PbA sehingga 

antara kelompok kontrol K1 dan K3 dengan kelompok perlakuan K2 dan K4 sama 

derajat parasitemianya. Pada hari ke 3 sampai dengan hari ke-10 telah 

menunjukkan perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol K1 dan K3 dengan 

kelompok perlakuan K2 dan K4. Hal ini disebabkan karena pada kelompok 

perlakuan dilakukan proses inokulasi PbA sehingga pada hari ke-3 sampai dengan 

hari ke-10 telah menunjukkan progresifitas perkembangan parasit dalam sirkulasi 

darah.Proses inokulasi intravena dari skizon P.berghei ANKA yang matur akan 

menghasilkan multiplikasi aseksual yang sinkron selama 2 siklus (dari stadium 

trofozoit / ring form sampai terbentuk ring form lagi)(Franke-fayard et al. 2010; Janse 

2016), perkembangan parasit dalam eritrosit ini yang menyebabkan kenaikan derajat 

parasitemia pada kelompok yang diinokulasi PbA. 

Derajat parasitemia antara K2 dan K4 juga menunjukkan perbedaan yang 

signifikan, dimana pada hari ke-3 dan ke -4 derajat parasitemia K4 lebih tinggi dari 

K2; pada hari ke-5, hari ke-7 sampai hari ke-10 derajat parasitemia K2 lebih tinggi 

dari K4. Derajat parasitemia K4 menunjukkan pola penurunan sejak hari ke-8 dan 

ke-10, tetapi pola perkembangan derajat parasitemia K2 selalu menunjukkan pola 

peningkatan dari hari ke-3 sampai ke-10. Penurunan derajat parasitemia pada K4 

kemungkinan berhubungan dengan sekuestrasi eritrosit pada sel endotel vaskular 

jaringan lainnya seperti hepar, lien, paru – paru, ginjal dan otak, sehingga eritrosit 

yang terinfeksi ditemukan dalam jumlah yang kecil di sirkulasi darah(Franke-fayard 

et al. 2005). 
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Data pemeriksaan manifestasi klinis malaria serebral menunjukkan bahwa 

data tidak berdistribusi normal sehingga analisis menggunakan Kruskal Wallis, dan 

data hasil pemeriksaan dapat dilihat pada gambar dibawah ini : 

 
Gambar 1 Diagram Nilai Rerata Skoring Pemeriksaan  

Manifestasi Klinis Malaria Serebral 

 

Pengamatan manifestasi klinis pada gambar diatas menunjukkan bahwa pada hari 

1-2 belum menunjukkan perbedaan manifestasi klinis, pada setiap kelompok 

menunjukkan skor 0. Pada hari ke-3 sampai dengan hari ke-10 telah menunjukkan 

manifestasi klinis pada K2 dan K4, sedangkan kelompok kontrol (K1 dan K3) tetap 

tidak menunjukkan manifestasi klinis. Skor manifestasi klinis pada kelompok K2 

menunjukkan skor kurang dari 4 sehingga dapat disimpulkan bahwa mencit pada 

kelompok K2 tidak menderita malaria serebral, namun munculnya manifestasi klinis 

lebih disebabkan karena efek pecahnya eritrosit sehingga menyebabkan penurunan 

jumlah eritrosit. Skor manifestasi klinis K4 hari ke-3 sampai ke-9 menunjukkan skor < 
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4, tetapi pada hari ke-10 menunjukkan rerata skor 4 yang berarti mencit pada K4 

telah mengalami malaria serebral. 

 Hasil analisis statistik uji beda terhadap manifestasi klinis malaria serebral 

dapat dilihat pada tabel berikut : 

Tabel 3 Analisis Statistik Manifestasi Klinis Malaria Serebral  
Pada Hari Ke-1 – Hari Ke-10 

 
Kelompok 

NILAI RERATA SKORING PENGAMATAN MANIFESTASI KLINIS 
 

Hari 1 Hari 2 Hari 3 Hari 4 Hari 5 Hari 6 Hari 7 Hari 8 Hari 9 
Hari 
10 

Analisis 
Kruskal 
Wallis 
Nilai p = 

1.00 1.00  0.088 0.005* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 

Analisis 
Mann 
Whitney K1-
K2 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.394 0.180 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

Analisis 
Mann 
Whitney K1-
K3 
Nilai p = 

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Analisis 
Mann 
Whitney K1-
K4 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.180 0.015* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

Analisis 
Mann 
Whitney K2-
K3 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.394 0.180 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

Analisis 
Mann 
Whitney K2-
K4 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.699 0.394 0.180 0.394 0.065 0.589 0.015* 0.002* 

Analisis 
Mann 
Whitney K3-
K4 
Nilai p = 

1.00 1.00 0.180 0.015* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 0.002* 

 Tanda *: nilai p < 0.05, menunjukkan perbedaan yang signifikan 

Hasil analisis statistik uji beda juga menunjukkan bahwa terdapat perbedaan 

yang signifikan antara kelompok kontrol (K1 dan K3) dengan kelompok perlakuan 

(K2 dan K4), perbedaan antara K1 dan K3 dengan K2 muncul saat hari ke-5 dan 
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perbedaan manifestasi klinis dengan K4 muncul lebih awal yaitu pada hari ke-4 post 

inokulasi PbA, Manifestasi klinis pada K2 juga lebih rendah signifikan dibandingkan 

K4 pada hari ke-9 dan ke-10, meskipun secara deskriptif rerata skor K4 selalu lebih 

tinggi dari K2 mulai dari hari ke-3 sampai ke-10. Tidak ada perbedaan manifestasi 

klinis antara kelompok kontrol yaitu K1 dan K3. 

Tingginya skor manifestasi klinis malaria serebral pada kelompok K4 dikaitkan 

dengan mekanisme patogenesis malaria serebral. Munculnya gejala pada malaria 

diawali oleh tingginya derajat parasitemia, dikeluarkannya berbagai molekul PAMP 

oleh PRBC yang akan menginduksi respon imun innnate maupun adaptif. Pelepasan 

berbagai sitokin proinflamasi oleh respon imun innate maupun adaptif akan memicu 

munculnya gejala sistemik pada malaria. Munculnya gejala sistemik dipicu oleh 

pelepasan berbagai mediator inflamasi seperti sitokin proinflamasi disekresikan oleh 

imunitas innate sebagai respon pengenalan terhadap pathogen associated 

molecular pattern (PAMP) atau damage associatedmolecular pattern oleh (DAMP) 

oleh pattern recognition receptor (PRR) (Evans et al. 2016). Skor manifestasi klinis 

pada kelompok K2 tidak mencerminkan manifestasi klinis malaria serebral, tapi 

disebabkan penurunan eritrosit akibat proses hemolisis yang dipicu oleh 

progresifitas perkembangan parasit dalam eritrosit. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa mencit swiss inbreed yang diinokulasi 

PbA tidak dapat menjadi mencit model malaria serebral, karena sampai dengan hari 

terakhir pengamatan manifestasi klinis malaria serebral tidak ditemukan. Namun 

mencit ini dapat digunakan sebagai model malaria dengan anemia berat karena 

perkembangan derajat parasitemia yang progresif berhubungan dengan makin 

tingginya eritrosit yang pecah. Mencit C57BL/6 yang diinokulasi PbA membuktikan 

adanya perkembangan parasit meskipun tidak progresif seperti mencit swiss, dan di 
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hari akhir pengamatan memperlihatkan adanya manifestasi klinis malaria serebral. 

Hasil penelitian ini telah membuktikan bahwa mencit C57BL/6 yang diinokulasi PbA 

terbukti dapat menjadi hewan model untuk penelitian malaria serebral. 

Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa mencit swiss 

inbreed yang diinokulasi PbA tidak dapat menjadi model malaria serebral, namun 

mencit C57BL/6 yang diinokulasi PbA dapat menjadi model malaria serebral. 
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