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ABSTRACT 

Plasmodium is a parasite causing malaria, the most important infection disease in the world. Gold standard 

of malaria diagnosis was founded Plasmodium by Giemsa staining method. Fundamental difference 

between Giemsa and Polymerase Chain Reaction (PCR) is the ability to detect parasite. Giemsa can detect 

minimal 50-100 parasit/μl whereas PCR detect parasite DNA in lower parasitemia. The purpose of this study 

was to determine the sensitivity and specificity of the PCR compared to blood slide with Giemsa in detecting 

of malaria infection.  

A diagnostic test has been conducted in Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Jambi 

and Laboratorium Biomolekuler Fakultas Kedokteran Universitas Sriwijaya. There were 87 subjects who 

fulfilled the criteria inclusion and drawn by consecutive sampling.  

Blood samples were taken from venous blood. Detection of Plasmodium used Giemsa and PCR method. 

Detection of Plasmodium from 87 subjects, Giemsa and PCR method founded 1 subject (1.1%) P. 

falciparum and 4 subjects (4.6%) P. vivax. 82 subjects (94.3%) were negative. The sensitivity and specificity 

of PCR was 100%, positive predictive value and negative predictive value  was 100%.Conclusion is higher 

sensitivity and spesificity PCR methode in the malaria diagnosis was proven and PCR methode able to 

identified Plasmodium species accuratly. 
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ABSTRAK 

Plasmodium merupakan parasit penyebab malaria, suatu penyakit infeksi paling penting di dunia. 

Baku emas diagnosa malaria  adalah menemukan Plasmodium melalui pemeriksaan mikroskopis dengan 

pengecatan Giemsa. Perbedaan mendasar antara metode Giemsa dengan metode Polymerase Chain 

Reaction (PCR) terletak pada kemampuan mendeteksi parasit. Metode Giemsa hanya mampu mendeteksi 

Plasmodium dengan ambang batas antara 50-100 parasit/μl sedangkan metode  PCR dapat mendeteksi 

DNA parasit pada parasitemia yang lebih rendah. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui sensitivitas 

dan spesifisitas metode PCR dibandingkan dengan pengecatan Giemsa dalam menegakkan diagnosis 

infeksi malaria. 

Penelitian ini merupakan uji diagnostik yang dilakukan di Laboratorium Biomedik Fakultas 

Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas Jambi dan Laboratorium Biomolekuler Fakultas Kedokteran 

Universitas Sriwijaya. Penelitian dilakukan mulai bulan Januari sampai April 2017. Subjek penelitian 

berjumlah 87 orang yang diambil secara consecutive sampling dari laboratorium RS Theresia Jambi.  

Semua subjek diambil sampel darah venanya, kemudian dilakukan pengecatan Giemsa dan 

pemeriksaan PCR. Hasil pemeriksaan PCR nested menggunakan primer genus dan primer spesies 
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Plasmodium ditemukan P.falciparum positif sebanyak 1 sampel (1,1%). Sedangkan P.vivax positif sebanyak 

4 sampel (4,6%). Sebanyak 82 sampel (94,3%) negatif. Hal ini sesuai dengan hasil pemeriksaan 

mikroskopis dengan pengecatan Giemsa. Metode PCR dibandingkan dengan metode pengecatan Giemsa 

sensitivitas dan spesifisitasnya 100%, nilai prediksi positif dan nilai prediksi negatifnya 100%. Dapat 

disimpulkan bahwa metode PCR sangat sensitif dan spesifik dalam penegakan diagnosis malaria dan 

mampu mengidentifikasi spesies parasit secara akurat. 

 

Kata Kunci: Plasmodium, Malaria, Giemsa, PCR, Uji Diagnostik. 

 

PENDAHULUAN 

Plasmodium merupakan parasit 

penyebab malaria, suatu penyakit 

infeksi paling penting di dunia karena 

masih menjadi penyebab morbiditas dan 

mortalitas di hampir seluruh dunia 

(WHO, 2014). Saat ini terdapat lima 

spesies Plasmodium yang dapat 

menginfeksi manusia, yaitu Plasmodium 

falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium ovale, Plasmodium 

malariae dan Plasmodium knowlesi 

(Kantele and Jokiranta, 2011; CDC, 

2013; WHO, 2014).  

Baku emas diagnosa malaria  

adalah pemeriksaan mikroskopis 

dengan pengecatan Giemsa (Vaidya 

and Sukesh, 2012; CDC, 2013; Adel et 

al, 2014; WHO, 2014). Dengan 

pengecatan yang baik, pemeriksaan ini 

dapat menentukan spesies dan stadium 

Plasmodium yang menginfeksi sehingga 

pengobatan menjadi lebih tepat. Namun 

terdapat beberapa kekurangan yang 

menurunkan sensitivitas pemeriksaan 

ini, diantaranya pengecatan Giemsa 

tidak bisa secara meyakinkan 

mendeteksi parasitemia yang sangat 

rendah (Vaidya and Sukesh, 2012; Adel 

et al, 2014). Seorang tenaga 

laboratorium umumnya hanya dapat 

mendeteksi parasit dengan ambang 

batas antara 50-100 parasit/μl (WHO, 

2010).  

Dalam kasus infeksi 

campuran  sulit membuat diagnosis 

yang benar dengan pengecatan Giemsa 

jika satu diantaranya menginfeksi 

eritrosit dalam jumlah sedikit (Adel et al, 

2014). Selain itu, spesies Plasmodium 

tertentu memiliki kemiripan struktur 

mikroskopis dengan spesies lain 

misalnya P. knowlesi yang sangat mirip 

dengan P. malariae dan P.  falciparum 

(Cox-Singh and Singh, 2008; Imwong et 

al, 2009; Lee et al, 2009). Penelitian Lee 

et al, (2009) yang dilakukan terhadap 

arsip sediaan darah sejak tahun 1996 di 

Sarawak, Malaysia, dimana beberapa 

sediaan darah yang dinyatakan positif P. 

malariae berdasarkan pemeriksaan 

mikroskopis ternyata adalah P. knowlesi 

berdasarkan pemeriksaan Polymerase 

Chain Reaction (PCR). Beberapa 

penelitian menggunaan metode PCR 

dalam identifikasi parasit malaria 
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menunjukkan PCR lebih sensitif dan 

lebih spesifik dibandingkan 

pemeriksaan mikroskopis (Badaby et al, 

2009; Snounou and Singh, 2002), 

terutama pada infeksi campuran dan 

infeksi dengan kadar parasitemia 

rendah (Adel et al, 2014; Alemu et al, 

2014).  

Di Provinsi Jambi, angka Annual 

Parasite Incidence (API) mengalami 

penurunan dari tahun ke tahun. Angka 

API di Provinsi Jambi pada tahun 2009 

adalah 1,89, pada tahun 2011 menurun 

hingga 1,46 per 1000 penduduk, pada 

tahun 2015 menurun hingga 0,47 per 

1000 penduduk (Pusdatin, 2016). Pada 

tahun 2017 ini beberapa kabupaten 

telah dinyatakan bebas malaria, namun 

morbiditas yang diakibatkan penyakit 

malaria dan sulitnya membuat diagnosis 

spesies yang tepat terutama pada kasus 

sulit menjadikan upaya penegakan 

diagnosis spesies yang tepat menjadi 

sangat penting.  

Sejauh ini belum ada penelitian 

mengenai uji diagnostik PCR pada 

kasus malaria di Provinsi Jambi. Oleh 

karena latar belakang tersebut, peneliti 

tertarik untuk mengetahui sensitivitas 

dan spesifisitas metode PCR 

dibandingkan dengan pengecatan 

Giemsa dalam menegakkan diagnosis 

malaria di Provinsi Jambi.  

Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui sensitivitas dan spesifisitas 

metode PCR dibandingkan dengan 

pengecatan Giemsa dalam 

menegakkan diagnosis malaria. 

 

 METODE 

Sebanyak 87 sampel darah dari 

penderita susoek malaria didapatkan 

dari Laboratorium RS Theresia Kota 

Jambi periode Januari – April 2017.  

Pengecatan Giemsa dilakukan di 

Laboratorium Biomedik Fakultas 

Kedokteran dan Ilmu Kesehatan 

Universitas Jambi, pembacaan hasil 

dilakukan oleh peneliti dan dikonfirmasi 

dengan seorang Parasitolog di Fakultas 

Kedokteran Universitas Sriwijaya. 

Pembuatan apusan darah tebal dan tipis  

dilakukan sesuai dengan panduan dari 

CDC pada satu objek glass. Apusan 

darah tipis difiksasi dengan methanol. 

Kemudian dilakukan pengecatan 

Giemsa. Setelah kering, preparat 

diamati di bawah mikroskop dengan 

pembesaran obyektif 100 kali dan 

menggunakan minyak imersi. 

Pemeriksaan PCR dilakukan di 

Laboratorium Biomolekuler Fakultas 

Kedokteran Universitas Sriwijaya. PCR 

yang dilakukan adalah nested PCR 

dengan sumber DNA dari darah segar 

(whole blood). Sampel darah segar 

dalam tabung EDTA diekstraksi dengan 

menggunakan protokol ekstraksi dari 

Qiagen blood mini kit sehingga 

dihasilkan isolat DNA yang didimpan 
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pada kulkas suhu -20⁰C hingga PCR 

dilakukan.  

Primer yang digunakan pada 

PCR ini terdiri dari enam pasang primer. 

Satu pasang primer merupakan primer 

genus Plasmodium yang digunakan 

pada PCR pertama. Sedangkan lima 

pasang primer lainnya merupakan 

primer spesies Plasmodium yang 

digunakan pada nested-PCR. 

Penjelasan lebih rinci mengenai primer 

yang digunakan dapat dilihat pada 

tabel1.  

Amplifikasi nest 1 dengan primer 

Plasmodium sp dimulai dengan 

denaturasi inisial 94°C selama 4 menit 

diikuti 35 siklus dengan suhu denaturasi 

94°C selama 30 detik, suhu annealing 

57°C selama 1 menit dan suhu ekstensi 

72°C selama 1 menit, diikuti ekstensi 

final 72°C 4 menit dan diakhiri pada 

suhu 4°C. Amplifikasi nest 2 dilakukan 

dalam dua kali running,  untuk primer 

spesies P. falciparum, P. vivax, P. 

malariae, dan P. ovale  dilakukan 

dengan denaturasi inisial 94°C selama 4 

menit diikuti 35 siklus dengan suhu 

denaturasi 94°C selama 30 detik, suhu 

annealing 60°C selama 1 menit dan 

suhu ekstensi 72°C selama 1 menit, 

diikuti ekstensi final 72°C 4 menit dan 

diakhiri pada suhu 4°C.  Suhu annealing 

ini didapatkan berdasarkan optimasi 

suhu yang telah dilakuka sebelumnya. 

Sedangkan untuk primer spesies P. 

Knowlesi dilakukan dengan denaturasi 

inisial 94°C selama 4 menit diikuti 35 

siklus dengan suhu denaturasi 94°C 

selama 30 detik, suhu annealing 62°C 

selama 1 menit dan suhu ekstensi 72°C 

selama 1 menit, diikuti ekstensi final 

72°C 4 menit dan diakhiri pada suhu 

4°C. 

Volume total reaksi PCR adalah 25 

μL yang berisi  0,5 μL masing-masing 

primer (tabel primer), 10 μL Go Taq 

green mix (Promega), 9 μL air steril dan 

5 μL template DNA.  

Visualisasi pita hasil PCR 

multipleks dilakukan dengan cara 

elektroforesis pada 2% gel agarosa, 1X 

TAE, 80 volt, 400 mili ampere selama 20 

menit, diwarnai dengan etidium bromida 

10 mg/mL dan difoto dengan Biorad Gel 

Doc (Biorad System, USA). 
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Tabel 1. Primer dan Ukuran Amplikon Plasmodium spp. untuk Pemeriksaan Nested PCR 

 

No Species Primer Sequence (5′-3′) Ukuran Amplikon 

(bp) 

1. Plasmodium 

spp. 

rPLU5 

rPLU6 

CCTGTTGTTGCCTTAAACTCC  

TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 

1.100  

2. P.falci-parum 

 

rFAL1 

rFAL2 

TTAAACTGGTTTGGGAAAACC AAATATATT  

ACACAATGAACTCAATCATGA CTACCCGTC 

205  

3. P. vivax rVIV1 

rVIV2 

CGCTTCTAGCTTAATCCACAT AACTGATAC 

ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGA AAGTCCTTA 

120  

4. P. ovale rOVA1 

rOVA2 

ATCTCTTTTGCTATTTTTTAG TATTGGAGA  

GGAAAAGGACACATTAATTGT ATCCTAGTG 

800 

5. P. malariae rMAL1 

rMAL2 

ATAACATAGTTGTACGTTAAG AATAACCGC 

AAAATTCCCATGCATAAAAAA TTATACAAA 

144 bp 

6.  P. knowlesi PK18SF 

PK18SR 

GAGTTTTTCTTTTCTCCCGGAG 

GGGAAAGGAATCACATTTAACGT 

424 bp 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Pada pemeriksaan mikroskopik dengan 

pengecatan Giemsa terhadap 87 

sampel pada penelitian ini, didapatkan 

hasil positif   P. falciparum sebanyak 

satu sampel (1,1%) yaitu pada sampel 

no. 36 dan P. vivax sebanyak empat 

sampel (4,6%) yaitu pada sampel no. 

84, 85, 86 dan 87. Sedangkan 82 

sampel (94,3%) negatif. Pada 

pemeriksaan PCR, PCR nest-1 

menggunakan primer genus 

Plasmodium spp. ditemukan 5 sampel 

positif dengan ukuran amplikon 1100 bp 

(sampel no. 36, 84, 85, 86 dan 87). 

Selanjutnya dilakukan PCR nest-2 

dengan 5 pasang primer sesuai spesies 

Plasmodium dan ditemukan 2 spesies 

yaitu P. falciparum dan P. vivax. 

Sebanyak satu sampel (1,1%) P. 

falciparum yaitu pada sampel no. 36 

dengan ukuran amplikon 205 bp dan 

empat sampel (4,6%) P. vivax yaitu 

pada sampel no. 84, 85, 86 dan 87 

dengan ukuran amplikon 120 bp. Tidak 

ditemukan infeksi campuran. Hasil ini 

sesuai dengan hasil pemeriksaan 

mikroskopik dengan pengecatan 

Giemsa. Hasil PCR dapat dapat dilihat 

pada gambar 1-5. 

Uji diagnostik terhadap 87 sampel 

tersebut dapat dilihat pada tabel 2. 
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Tabel 2 Uji Diagnostik Hasil Pemeriksaan Giemsa dan PCR (n=87) 

 

 
  

Pemeriksaan mikroskopis 
Jumlah 

Positif Negatif 

PCR 
Positif 5 0 5 

Negatif 0 82 82 

 Jumlah 5 82 87 

 

Berdasarkan tabel di atas maka 

didapatkan nilai uji diagnostik sebagai 

berikut: 

Sensitivitas     = a / (a+c) 

   = 5 / (5+0) 

= 100% 

Spesifisitas    = d / (b+d) 

= 82 / 

(0+82) 

Nilai prediksi positif (PPV) = a / (a+b) 

= 5 / (5+0) 

= 100% 

Nilai prediksi negatif (NPV) = d / (c+d) 

= 82 / 

(0+82) 

= 100% 

= 100%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Hasil PCR Nest 1 (Plasmodium spp) dengan Amplikon Sebesar 1100 bp, M 

adalah Marker DNA, K adalah Kontrol Positif, Sampel positif no.36  

  

1350 bp 

1100 bp 

 

 
500 bp 

 

 

200 bp 

 

M  34   35  36   37  38   39  K    40  41   42   43  44   45  46 
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Gambar 2. Hasil PCR Nest 1 (Plasmodium spp) dengan Amplikon Sebesar 1100 bp, 

M adalah Marker DNA, K adalah Kontrol Positif, Sampel Positif no.84,85,86 dan 87 

          M       A        B        C       D       E       F       G        H  

205 bp 

Gambar 3. Hasil PCR Nest 2 (P.falciparum) dengan Amplikon Sebesar 205 bp, M 

adalah Marker DNA, A-D = sampel no.36, suhu annealing 60ºC(A), 59ºC(B), 58ºC(C) 

dan 57ºC (D) 

1350 bp 

1100 bp 

 

500 bp 
 

 

 
200 bp 

 

100 bp 

50 bp 
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 M     77      78      79      80     81     82      83      84      85 

120 bp 

1350 bp 

1100 bp 

 

500 bp 
 

 

200 bp 
 

100 bp 

50 bp 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Hasil PCR Nest 2 (P.vivax) dengan Amplikon Sebesar 120 bp, M adalah 

Marker DNA, Sampel positif no.84 dan 85 

M  86 87   1   2   3   4  5  6  7   8   9  10  11  12  13 14 15  16  17 

120 bp 

Gambar 5. Hasil PCR Nest 2 (P.vivax) dengan Amplikon Sebesar 120 bp, M adalah 

Marker DNA, Sampel positif no.86 dan 87 
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Berdasarkan hasil pemeriksaan 

baik pengecatan Giemsa maupun PCR 

ditemukan dua spesies Plasmodium 

yang menginfeksi pada sampel 

penelitian ini yaitu P. falciparum dan P. 

vivax, sedangkan tiga spesies lainnya 

tidak ditemukan. Hal ini sesuai dengan 

data dari Dinas Kesehatan Provinsi 

Jambi dimana P. falciparum dan P. vivax 

merupakan spesies yang paling banyak 

ditemukan di Jambi. Tidak terdapat 

infeksi campuran dan tidak terdapat 

kesalahan interpretasi spesies 

berdasarkan pengecatan Giemsa 

karena morfologi kedua spesies ini 

memang khas dan dapat dibedakan 

secara mudah melalui pengamatan di 

bawah mikroskop. Kelemahan pada 

penelitian ini adalah sedikitnya jumlah 

sampel positif dan kurang beragamnya 

spesies Plasmodium yang ditemukan, 

sehingga hasil uji diagnostik PCR baik 

sensitivitas maupun spesifisitas sangat 

tinggi yaitu 100 persen. Selanjutnya 

perlu dilakukan penelitian dengan 

jumlah sampel positif yang lebih banyak 

dan spesies yang lebih beragam 

sehingga dapat lebih nyata menilai 

sensitivitas dan spesifisitas PCR 

dibanding pengecatan Giemsa dalam 

penegakan diagnostik malaria.    

 

KESIMPULAN 

Metode PCR sangat sensitif dan 

spesifik dalam penegakan diagnosis 

malaria dan mampu mengidentifikasi 

spesies parasit secara akurat.   
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