Jurnal Veteriner pISSN: 1411-8327; eISSN: 2477-5665 September 2026 Vol. 27 No.3: 441-448
Terakreditasi Nasional Peringkat 2, Dirjen Riset dan Pengembangan, DOI: 10.19087/jveteriner.2026.27.3.441
Kemendiktisaintek RI SK No 10/C/C3/DT.05.00/2025, _ ~online pada
21 Mar.2025 http://ejournal4.unud.ac.id/index.php/juvet

Identifikasi Molekuler Spesies Anopheles
dan Deteksi Plasmodium pada Anopheles Asal
Muara Emil, Muara Enim, Sumatera Selatan

(MOLECULAR IDENTIFICATION OF ANOPHELES SPECIES AND
DETECTION OF PLASMODIUM IN ANOPHELES ORIGINATING
FROM MUARA EMIL, MUARA ENIM, SOUTH SUMATRA)

Dalilah!, Gita Dwi Prasasty*, Dwi Handayani’,
R Irpan Pahlevi®, Sulfa Esi Warni®

!Bagian Parasitologi, Fakultas Kedokteran,
Universitas Sriwijaya Palembang,

JI. Dokter Muhammad Ali, Kemuning, Palembang,
Sumatera Selatan, Indonesia, 30114
’Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan,
JI. Ahmad Yani KM.7, Baturaja Timur,
Ogan Komering Ulu, Sumatera Selatan, 32111
Email: dalilah@fk.unsri.ac.id

ABSTRACT

Anopheles mosquitoes, belonging to the tribe Anophelini, serve as primary vectors of
malaria. Accurate identification of mosquito species and detection of Plasmodium parasites
are essential for understanding transmission dynamics and supporting surveillance in regions
certified as malaria-free. This study was aimed to explore the diversity of Anopheles spp.
species, morphologically and molecularly through Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2)
analysis, and to identify the malaria agent Plasmodium spp., using molecular techniques.
This study employed descriptive and laboratory-based approaches in Muara Emil Village,
Muara Enim District, an area officially recognized for malaria elimination. Morphological
examination and molecular analysis using barcoding species Internal Transcribed Spacer 2
(ITS2) DNA barcoding were conducted to identify mosquito species, while genus-specific
primers were applied to detect Plasmodium spp. Mosquito samples were captured in 2024
in Mura Emil Village. Thirty-four intact Anopheles spp. were taken from storage stocks. The
sample size was based on the largest population, with 17 Anopheles (An.) sinensis samples,
10 An. vagus samples, three An. barbirostris samples, three An. kochi samples, and two An.
tessellatus samples. Mosquitoes were extracted with a commercial kit to obtain pure DNA.
The DNA polymerase chain reaction (PCR) examination was performed with internal
transcribed spacer 2 (ITS2) species barcoding. Electrophoresis results are positive if the
band is visible at 700 bp. Sequencing analysis was performed using the 1stBASE®
technique. Sequencing data was examined using the BLAST method to identify the species.
Detection of Plasmodium spp. was performed using the nested PCR technique. Five
Anopheles species were confirmed through combined morphological and molecular
methods: An. vagus, An. barbirostris, An. kochi, An. sinensis, and An. tessellatus. No
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Plasmodium spp. were detected in any specimens. The findings highlight that morphological
and molecular examinations are complementary and inseparable in species identification of
Anopheles mosquitoes. 1TS2 barcoding proved effective in validating morphological results,
thereby reinforcing its utility in entomological surveillance within malaria elimination
settings.
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ABSTRAK

Anopheles adalah nyamuk tribus Anophelini yang berperan sebagai vektor malaria.
Identifikasi spesies dan parasit Plasmodium pada tubuh nyamuk berperan penting dalan
mengidentifikasi rantai transmisi dan upaya surveilans pada daerah yang telah berstatus
eliminasi malaria. Penelitian ini bertujuan mengeksplorasi keragaman Anopheles spp., secara
morfologi maupun molekuler melalui analisis Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2), serta
mengidentifikasi agen malaria Plasmodium spp., dengan teknik molekuler. Penelitian ini
merupakan penelitian deskriptif dan analisa laboratorium. Lokasi penelitian merupakan
daerah yang telah mendapat sertifikat eliminasi Malaria di Desa Muara Emil Kabupaten
Muara Enim. Dilakukan pemeriksaan morfologi dan molekuler dengan menggunakan
penanda spesies Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) untuk mengidentifikasi spesies, dan
deteksi Plasmodium spp menggunakan primer spesifik genus. Sampel nyamuk adalah hasil
tangkapan tahun 2024 di Desa Mura Emil. Anopheles spp., utuh sebanyak 34 diambil dari
stock penyimpanan. Besaran sampel berdasarkan populasi terbanyak, Sampel Anopheles
(An.) sinensis 17 sampel, An. vagus 10 sampel, An. barbirostris tiga sampel, An. kochi tiga
sampel, dan An. tessellatus dua sampel. Nyamuk diekstraksi dengan kit komersial untuk
mendapatkan DNA murni. Pemeriksaan polymerase chain reaction (PCR) DNA dengan
barcoding species internal transcribed spacer 2 (ITS2). Hasil elektroforesis positif bila pita
terlihat pada 700 bp. Analisis sequencing dilakukan dengan teknik 1stBASE®. Data
sequencing diperiksa dengan metode BLAST untuk mengidentifikasi spesies. Deteksi
Plasmodium spp., dilakukan dengan teknik nested PCR. Lima spesies nyamuk Anopheles
teridentifkasi secara morfologi dan molekuler, yakni An. vagus, An. barbirostris, An. kochi,
An. sinensis, dan An. tessellatus. Tidak ditemukan Plasmodium spp., pada nyamuk sampel
penelitian ini. Pemeriksaan morfologi dan molekular tidak dapat dipisahkan sebagai bagian
dari pemeriksaan spesies nyamuk Anopheles. 1TS2 sebagai barcoding DNA cukup efektif
mengkonfirmasi pemeriksaan morfologi Anopheles.

Kata-kata kunci: Anopheles, penanda spesies, 1TS2, molekuler, surveilans

PENDAHULUAN

Indonesia sebagai negara di kawasan
Asia Tenggara masih berstatus endemis ma-
laria. Ada sebanyak 113 kabupaten/kota di
Indonesia yang masih endemis malaria ter-
sebar dari Sumatera hingga Papua (Kemen-
terian Kesehatan RI, 2025). Terdapat enam
kabupaten di Provinsi Sumatera Sela-tan
yang masih berstatus daerah endemis rendah
malaria, salah satunya adalah Kabu-paten

Muara Enim (Kementerian Kesehatan RI,
2020). Namun, sejak tahun 2025, Kabupa-
ten Muara Enim dan lima kabupaten lain-nya
telah berhasil mencapai eliminasi mala-ria
(Kementerian Kesehatan RI, 2025).

Malaria ditularkan ke manusia mela-
lui gigitan nyamuk Anopheles betina. Ter-
catat sebanyak 80 spesies Anopheles di Indo-
nesia, dengan 26 spesies di antaranya meru-
pakan vektor malaria (Elyazar et al., 2013;
Lempang et al., 2023). Pada beberapa kabu-
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paten di Sumatera Selatan, nyamuk An. ni-
gerrimus, An. letifer, An. vagus, An. macu-
latus, An. sinensis, An. barbirostris, dan An.
kochi telah terkonfirmasi menjadi nyamuk
vektor malaria di Sumatera Selatan dengan
ditemukannya sporozoit Plasmodium pada
tubuh nyamuk tersebut yang didapat dari
wilayah Kabupaten Lahat, Muara Enim, dan
Ogan Komering Ulu (OKU) Selatan (Dinas
Kesehatan Provinsi Sumatera Selatan, 2020).
Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) meru-
pakan penanda molekuler universal yang
sering digunakan dalam analisis spesies dan
kekerabatan (Wahyuni et al., 2018). Seti-
daknya ada lebih dari 100 publikasi peme-
riksaan molekuler spesies pada vektor meng-
gunakan ITS2 (Beebe, 2018). Nukleus 1TS2
memiliki wilayah yang sangat terkonservasi
dan berevolusi lebih lambat dibandingkan
dengan DNA mitokondria, khususnya pada
area ITS (18S; 5,8S; dan 28S). Oleh karena
itu, sekuens wilayah ini dapat dimanfaatkan
sebagai penanda genetik untuk identifikasi
spesies (Kakavas, 2021). Meski wilayah Su-
matera Selatan, khususnya Kabupaten Muara
Enim telah mengeliminasi malaria, survey-
lans entomologi tetap menjadi komponen
penting dalam sistem kewaspadaan dini ter-
hadap kemungkinan munculnya kembali
transmisi lokal. Oleh karena itu, penelitian
ini bertujuan untuk mengeksplorasi keraga-
man spesies nyamuk Anopheles spp., secara
morfologi maupun molekuler melalui ana-
lisis ITS2, serta mengidentifikasi agen mala-
ria Plasmodium spp., dengan teknik mole-
kuler sebagai bagian dari upaya surveilans
entomologi di wilayah tersebut.

METODE PENELITIAN

Desain penelitian ini adalah obser-
vasional deskriptif dengan analisis molekuler
laboratorium. Lokasi penelitian merupakan
daerah yang telah mendapat sertifikat elimi-
nasi Malaria di Desa Muara Emil, Kecama-
tan Tanjung Agung, Kabupaten Muara Enim,
Sumatera Selatan. Penelitian ini dilakukan
pada bulan September—Desember 2024. Pe-
nangkapan nyamuk telah dilakukan pada
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Juli-Agustus 2023, dengan nomor etik pe-
nelitian: 090-2023 dari FK Unsri. Seba-nyak
2785 nyamuk dari lima spesies berhasil di-
kumpulkan (Tabel 1), nyamuk utuh ter-
simpan pada silika gel yang ditempatkan
pada suhu ruang dan spesiesnya telah di-
identifikasi oleh Entomologis dari Labora-
torium Kesehatan Masyarakat (Labkesmas)
Baturaja, Sumatera Selatan.

Pemeriksaan molekuler dilakukan di
Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Kedok-
teran, Universitas Sriwijaya. Sampel nya-
muk utuh Anopheles spp., secara acak di-
ambil sebanyak 34 nyamuk individual ber-
dasarkan urutan populasi terbanyak dari
nyamuk tersimpan (Gambar 1), berturut-turut
sebagai berikut: An. sinensis 17 sampel, An.
vagus 10 sampel, An. barbirostris tiga sam-
pel, An. kochi tiga sampel, dan An. tesse-
latus dua sampel. Nyamuk-nyamuk tersebut
kemudian diekstraksi dengan teknologi silika
memanfaatkan kit komersial (QlAamp DNA
mini kit®, Qiagen NV, Venlo, Belanda)
untuk mendapatkan sampel DNA murni.
Pemeriksaan polymerase chain reaction
(PCR) pada sampel dengan menggunakan
DNA barcoding species internal transcribed
spacer 2 (ITS2). Kondisi thermocycling PCR
meng-gunakan primer ITS2 yakni: denatu-
rasi 94°C selama 30 detik, annealing suhu
53°C selama 30 detik, extension suhu 72°C
selama 30 detik, diikuti perpanjangan exten-
sion pada suhu 72°C selama 10 menit. Sam-
pel diinte-pretasikan positif bila band terlihat
pada 700 bp pada hasil elektroforesis. Ana-
lisis sequencing dilakukan dengan me-ngirim
sampel hasil PCR ke suatu peru-sahaan
pelayanan produk hayati (1stBASE®. Axil
Scientific, Singpura). Data hasil sequ-encing
diperik-sakan dengan metode Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) di National
Center for Biotechnology Informa-tion
(NCBI) untuk mengidentifikasi spesies.

Deteksi Plasmodium spp., menggu-
nakan primer metode nested PCR dilakukan
dalam penelitian ini dengan primer universal
rPLU1 (TCA AAG ATT AAG CCA TGC
AAG TGA) & rPLUS5 (CCT GTT GTT GCC
TTA AAC TCC) digunakan untuk PCR
langkah pertama; rPLU3 (TTT TTA TAA
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GGA TAA CTA CGG AAA AGC TGT) &
rPLU4 (TAC CCG TCA TAG CCA TGT
TAG GCC AAT ACC) digunakan untuk
nested PCR langkah kedua. Proses ampli-
fikasi dilakukan menggunakan kit PCR (Pro-
mega®, Promega Co, Wisconsin, Amerika
Serikat). Kondisi thermocycling untuk nested
PCR pada tahap pertama dan kedua adalah
sebagai berikut: denaturasi awal pada suhu
95°C selama 5 menit, diikuti 35 siklus yang
terdiri atas denaturasi pada 95°C selama 30
detik, annealing pada 55°C selama 1 menit,
dan ekstensi pada 72°C selama 1 menit.
Tahap akhir berupa ekstensi pada 72°C
selama 4 menit. Produk PCR yang diam-
plifikasi kemudian dipisahkan dengan elek-
troforesis gel agarosa 2%. Bila pada nested
PCR pertama positif ditemukan band pada
240 bp, maka dilanjutkan dengan primer
spesifik primer pada nested PCR kedua
untuk P. vivax (fVIV1 dan rVIV2) dan
primer P. falciparum rFAL1 dan rFAL2.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Lima spesies berhasil diidentifikasi
secara morfologi di lapangan, yaitu An.
sinensis, An. vagus, An. kochi, An. barbi-
rostris, dan An. tessellatus. Nyamuk An. si-
nensis dan An. vagus ditemukan paling
dominan saat pengambilan sampel. Hal ini
sejalan dengan penelitian sebelumnya yang
menemukan kedua spesies tersebut mendo-
minasi hasil penangkapan di Kabupaten
Muara Enim (Budiyanto et al., 2017).

Sebanyak 34 sampel berturut-turut
sebagai berikut: Sampel An. vagus (no 1-10),
An. barbirostris (11-13), An. sinensis (14-
30), An kochi (31-32), An. tessellatus (33-
34). Uji PCR dengan ITS2 menunjukkan pita
pada 700 bp yang sangat jelas pada 20
sampel yang ditunjukkan oleh sampel nomer
1-8, 10-20, dan 34, sedangkan, sebanyak
lima sampel menunjukkan pita yang samar
pada titik 400 bp dan 700 bp (23, 24, 26, 27,
32); enam sampel menunjukkan pita pada
kisaran 400-500bp (21,22,26,28,29,30), dan
tiga sampel (sampel nomer 9, 25 dan 33),
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sama sekali tidak menujukkan adanya pita
(Gambar 1). Sampel dengan pita yang jelas
sebanyak 20 sampel, dan satu sampel (sam-
pel nomer 24) pita samar di titik 400 dan
700 bp juga dikirim untuk analisis sequen-
cing.

Hasil sequencing dari 20 sampel
nyamuk yang diperiksa dengan PCR menun-
jukkan pita yang jelas dan teridentifikasi
sebagai spesies yang sesuai dengan pemerik-
saan morfologi. Namun, satu sampel dengan
pita samar pada 700 bp (sampel nomor 24)
hanya menunjukkan tingkat similaritas di
bawah 95% ketika dilakukan analisis
BLAST di NCBI, dan hasilnya berbeda
dengan identifikasi morfologi (Tabel 2).
Adanya pita samar dan pita ganda pada hasil
elektroforesis sampel PCR dapat menun-
jukkan beberapa faktor seperti kadar tem-
plate DNA yang kurang, degradasi sampel
DNA, dan kontaminasi pada DNA (Green
dan Sambrook, 2019; Lorenz, 2012). Pita
samar dan ganda ini akan menghasilkan data
sequencing yang tumpang tindih (overlap-
ping peaks) sehingga pembacaan yang dila-
kukan saat pensejajaran dengan sequence
referensi tidak optimal (Al-Shuhaib dan Has-
him, 2023).

Pada sampel yang menunjukkan pita
jelas pada target base pair yang dituju,
memiliki makna bahwa hasil ekstraksi sam-
pel memiliki kualitas yang baik. Oleh karena
itu, sangat penting untuk menilai kemurnian
DNA hasil ekstraksi serta menghitung kon-
sentrasi atau jumlah template DNA sebelum
dilakukan amplifikasi PCR (Garcia-Alegria
et al., 2020).

Pemeriksaan morfologi, membutuh-
kan penguasaan keahlian dalam memeriksa
secara rinci corakan yang khas dari probosis,
prehumeral dan sayap (Wahyuni et al.,
2018), dari setiap nyamuk yang berbeda
(Supriyono et al., 2022). Kesalahan pada
pemeriksaan morfologi dapat terjadi pada
pemeriksaan nyamuk dengan kemiripan yang
sangat tinggi seperti pada spesies sibling atau
spesies kompleks (Laurent et al., 2016; Van
Bortel et al., 2001). Pemeriksaan spesies
dengan barcoding DNA ITS2 terbukti efektif
membedakan inter dan intraspesies sehingga

444



Jurnal Veteriner September 2026 Vol. 27 No.3: 441-448

24 025 m,.rwm@a@ .
e iealia ;

Gambar 1.Hasil elektroforesis PCR ITS2 nyamuk Anopheles spp. Fragmen target £700 bp. M: DNA
ladder 100 bp; K-: kontrol negatif; lane 1-10: An. vagus; lane 11-13: An. barbirostris;
lane 14-30: An. sinensis; lane 31-32: An. kochi; lane 33-34: An. tessellatus.

1 23 45 6 7 8 1011 12 13[g] 14 151617 18 19 20 21 2223 24 6 27 28 32 34lK4]

Gambar 2. Gambar 2. Hasil elektroforesis nested PCR deteksi Plasmodium spp. Fragmen “target
+240 bp. M: DNA ladder; K+: kontrol positif; K-: kontrol negatif; lane 1-34: sampel
Anopheles spp

Tabel 1. Hasil Identifikasi spesies Anopheles secara morfologi dengan berbagai metode
penangkapan di Desa Pulau Muara Emil Kabupaten Muara Enim Provinsi Sumatera Selatan

HLC RC CBC
Species Total Total o H
uoD UoL ()% RD RL ()% Total (n) %
An. sinensis 1 15 16/38,1 3 106 109é58, 1780 63,9
An. vagus 3 18 21/50,0 0 68 68/36,6 900 32,3
An. kochi 0 2 2/4,8 0 1 1/0,5 21 0,8
An. barbirostris 0 3 3/7,1 0 8 8/4,3 50 1,8 0,823
An. tesselatus 0 0 0/0 0 0 0/0 34 1,2
Total 4 38 42/100 3 183  186/100 2785 100

Keterangan: UOD: umpan orang dalam; UOL: umpan orang luar; ID: istirahat di dalam; IL: istirahat di luar.
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Tabel 2. Perbandingan spesies Anopheles spp menurut pemeriksaan morfologi dan

molekuler
No Morfologi Molekuler Hasil Akhir
sampel (% Similaritas) Identitas Spesies
1 An. vagus An. vagus (99,60%) An. vagus
2 An. vagus An. vagus (100%) An. vagus
3 An. vagus An. vagus (100%) An. vagus
4 An. vagus An. vagus (100%) An. vagus
5 An. vagus An. vagus (99,80%) An. vagus
6 An. vagus An. vagus (99,79%) An. vagus
7 An. vagus An. vagus (100%) An. vagus
8 An. vagus An. vagus (100%) An. vagus
10 An. vagus An. vagus (100%) An. vagus
11 An. barbirostris An. barbirostris (99,70)  An. barbirostris
12 An. barbirostris An. barbirostris (97,90  An. barbirostris
13 An. barbirostris An. barbirostris (99,70)  An. barbirostris
14 An. sinensis An. sinensis (99,47) An. sinensis
15 An. sinensis An. sinensis (99,80) An. sinensis
16 An. sinensis An. sinensis (99,69) An. sinensis
17 An. sinensis An. sinensis (99,69) An. sinensis
18 An. sinensis An. sinensis (99,09) An. sinensis
19 An. sinensis An. sinensis (99,80) An. sinensis
20 An. sinensis An. sinensis (99,80) An. sinensis
34 An. tessellatus An. tessellatus (99,84) An. tessellatus
24 An. sinensis An. lindesayi (91,23%) An. sinensis

lebih spesifik untuk membedakan variasi
dalam Anopheles species complex (Beebe et
al., 2018; Chaiphongpachara et al., 2022,
Davidson et al., 2020; Laurent et al., 2017,
Lestari et al., 2016; Sindhania et al., 2020;
Syafruddin et al., 2020; Zhong et al., 2020).

Penelitian ini tidak mendapatkan keberadaan
Plasmodium spp. (Gambar 2). Nyamuk Ano-
pheles merupakan inang definitif protozoa
Plasmodium spp. Pada penelitian sebelum-
nya, ditemukan P. falciparum dan P. vivax
pada tubuh nyamuk An. vagus dan An. Sinen-
sis yang berasal dari desa yang sama di
Kabupaten Muara Enim pernah terdeteksi
(Budiyanto et al., 2017). Deteksi Plasmo-
dium spp., sebagai survei dan screening en--
tomologi pada nyamuk, memerlukan jumlah
sampel yang cukup besar untuk mening-
katkan peluang menemukan Plasmodium
spp. Pada penelitian ini, dilakukan peme-
riksaan terhadap sampel acak yang tersimpan
dalam jumlah kecil, sehingga peluang dite-
mukannya Plasmodium spp., menjadi lebih
kecil. Meskipun demikian, ketiadaan Plas-
modium spp., dalam tubuh sampel nyamuk
dapat juga menunjukkan bahwa langkah-
langkah pencegahan penularan, seperti peng-
gunaan kelambu, insektisida, dan pengen-
dalian vektor terbukti efektif (Arjunan et al.,

2015; Chakim dan Pumpaibool,
Multini et al., 2020).

Seiring dengan jumlah populasi nya-
muk Anopheles spp., pada wilayah penelitian
yang masih cukup tinggi, dapat menjadi
dasar kewaspadaan untuk terus melakukan
survei dan screening entomologi sebagai
upaya pencegahan penularan malaria pada
manusia di wilayah tersebut.

2019;

SIMPULAN

Kombinasi pemeriksaan morfologi
dan molekuler melalui barcoding DNA 1TS2
efektif dalam mengidentifikasi spesies Ano-
pheles, serta membedakan variasi interspe-
sies. Hasil sequencing menunjukkan identi-
fikasi yang konsisten dengan pemeriksaan
morfologi, dengan tingkat homolog sekuens
DNA mencapai 99-100% terhadap sekuens
referensi NCBI. Plasmodium spp., tidak ter-
deteksi pada Anopheles spp.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, disa-
rankan agar penelitian selanjutnya dilakukan
dengan jumlah sampel nyamuk yang lebih
besar untuk meningkatkan peluang mende-
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teksi Plasmodium spp.. Selain itu, penggu-
naan penanda genetik tambahan selain 1TS2
dapat dipertimbangkan sehingga memper-
kuat akurasi identifikasi spesies dan mende-
teksi kemungkinan variasi genetik yang lebih
halus, seperti penanda gen mitokondria COI.
Surveilans entomologi juga perlu dilaksa-
nakan secara berkala di daerah dengan status
eliminasi malaria untuk memantau dinamika
populasi nyamuk serta memastikan pence-
gahan transmisi malaria tetap terjaga.
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