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Lampiran 1. Prosedur Pemeriksaan Kadar Endocan dan skor SOFA

Sebelum pemeriksaan dimulai, akan dilakukan pencatatan pasien yang
memenuhi kriteria inklusi dan memberikan penjelasan lengkap mengenai apa
yang akan dilakukan terhadap mereka dan bila setuju mereka akan mengisi dan
menandatangani informed consent. Setelah itu, diambil data sesuai dengan urutan
di bawabh ini:

* Pengambilan data dengan wawancara meliputi: identitas, umur, jenis kelamin,

dan penyakit komorbid.

* Pemeriksaan fisik meliputi: tekanan darah, nadi, pernafasan, suhu

* Pemeriksaan penunjang meliputi : darah lengkap

* Pemeriksaan kadar endocan diambil dari serum darah

e Pemeriksaan skor SOFA

1. Prosedur pemeriksaan kadar endocan dari serum darah sampel
penelitian

Pasien diminta menandatangani persetujuan tindakan terlebih dahulu, lalu
melepaskan atau melipat pakaian di lengannya sebelum pemeriksaan dilakukan. Prosedur
akan dihentikan apabila didapatkan keluhan subyektif dan tanda obyektif pada pasien
seperti nyeri tempat pengambilan darah, bengkak pada tempat pengambilan darah, pasien
merasa tidak nyaman, perubahan klinis dan tanda vital. Kadar endocan dianalisis
menggunakan metode Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Prosedur pemeriksaan adalah sebagai berikut:

- Kadar endocan diperiksa dari serum darah. Sekitar 3 mL subjek darah vena
diambil oleh asisten peneliti (phlebotomist).

- Serum diperoleh setelah tabung yang berisi darah dibiarkan selama 30 menit
dalam suhu ruangan sampai terjadi pembekuan kemudian disentrifus selama 15
menit dengan kecepatan 1000 rpm.

- Sebanyak 100 pL larutan standar, blanko, atau sampel ditambahkan ke
masing-masing sumur. Sumur blanko ditambahkan dengan Reference
Standard dan Sample diluent. Larutan ditambahkan ke dalam sumur micro

ELISA plate, hindari menyentuh bagian dalam sumur dan hindari

terbentuknya gelembung, lalu dicampur dengan hati-hati. Plate ditutup



dengan penutup yang disediakan. Selanjutnya, diinkubasi selama 90 menit
pada suhu 37°C.

Cairan dipindahkan ke dalam masing-masing sumur, jangan dicuci.
Sebanyak 100 pL larutan Biotinylated Detection Ab ditambahkan ke
dalam masing-masing sumur, kemudian ditutup dengan penutup plate.
Selanjutnya, diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C.

Masing-masing sumur diaspirasi, kemudian dilakukan pencucian, ulangi
proses tiga kali. Masing-masing sumur diisi dengan pencuci buffer, rata-
rata 350 pL (sebuah botol penyemprot, pipet multi ukuran, dispenser, atau
pencuci automatik). Pembersihan cairan yang lengkap pada tiap langkah
sangat penting. Setelah pencucian akhir, sisa buffer pencuci dipindahkan
dengan mengaspirasi atau menuang. Plate dibalik dan ditepuk-tepuk pada
kertas absorben pembersih yang tebal

Sebanyak 100 pL larutan HRP Conjugate ditambahkan ke dalam masing-
masing sumur, kemudian ditutup dengan penutup plate. Selanjutnya,
diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C.

Proses pencucian diulangi selama lima kali seperti yang dilakukan pada
langkah 3 (purified of protein / pemurnian protein).

Sebanyak 90 pL larutan substrat ditambahkan ke dalam masing-masing
sumur, kemudian ditutup dengan penutup plate yang baru. Selanjutnya
diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C. Plate dilindungi dari cahaya.
Waktu reaksi dapat memendek atau memanjang tergantung perubahan
warna yang terjadi, tetapi tidak lebih dari 30 menit. Ketika timbul
perbedaan yang nyata pada sumur standar, reaksi segera dihentikan.
Sebanyak 50 pL. Stop Solution ditambahkan ke dalam masing-masing
sumur. Kemudian, warna akan berubah secepatnya menjadi warna kuning
(proses titrasi sempurna).

Nilai Optical Density (OD) ditentukan pada masing-masing sumur dengan
menggunakan micro-plate reader set dengan panjang gelombang 450 nm.
Micro-plate reader harus dibuka secepatnya, panaskan terlebih dahulu

instrumen dan pasang parameter tes



2. Prosedur pemeriksaan skor SOFA

Pasien diminta menandatangani persetujuan tindakan terlebih dahulu
Peneliti melakukan pengisian form skor SOFA sesuai kondisi pasien
Peneliti menghitung skor SOFA pasien dan mencatat interpretasinya

Skor SOFA >2 mengindikasi adanya disfungsi organ

47



