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1.

Procedimento Operacional Padrao de

hﬂn C processamento de PBMC entre redes

Objetivo
1.1. Este Procedimento Operacional Padrdo (POP) descreve procedimentos para o isolamento e a criopreservagao
de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) a partir de sangue total.

Escopo

2.1. Este procedimento deve ser utilizado para o processamento de amostras de sangue para o isolamento, a
criopreservagao e o armazenamento de amostras de PBMC.

2.2. Instrugdes especificas do protocolo da rede substituem aquelas encontradas neste POP.

Antecedentes

3.1. PBMCs recém-coletadas ou criopreservadas sdo usadas para a avaliacdo de objetivos do estudo. Esses ensaios
exigem que as PBMCs tenham sido isoladas e criopreservadas sob condi¢Ges estritamente definidas que
garantem recuperacio, viabilidade e funcionalidade ideais. E ideal que o sangue seja processado e congelado
dentro de 8 horas a partir do momento da coleta para que a fun¢do da célula seja mantida na sua fungao
maxima em ensaios de monitoramento imunoldgico.

Autoridade e responsabilidade

4.1. Os diretores/IPs do centro laboratorial da rede (ou designados) tém autoridade para estabelecer, revisar e
atualizar este procedimento.

4.2. O escritdrio da Coordenacdo de Redes do HIV/AIDS (HANC) é responsavel por manter e controlar a
documentagao relacionada ao POP.

4.3, O Diretor do Laboratdrio de Processamento é responsavel pela implementacdo deste POP da HANC e por
garantir que todo o pessoal adequado seja treinado.

4.4. Todo o pessoal do centro e do laboratério envolvido na coleta, no processamento e/ou no manuseio de PBMCs
é responsavel por ler e compreender este POP antes de realizar os procedimentos descritos.

4.5. O POP de PBMC atual da HANC deve ser usado conforme redigido por todos os laboratérios para a obtengdo de
PBMCs para protocolos da rede.

Relatoério de resultados

5.1. A utilizagdo da Planilha de Processamento de PBMC e do Sistema de Gestdo de Dados Laboratoriais (LDMS) é
exigida para todas as redes para o monitoramento de detalhes importantes de processamento, incluindo o
momento do processamento, os célculos e a documentagao de problemas que surjam durante
0 processamento.

5.2. A utilizacdo de uma Planilha de Processamento de PBMC especifica do protocolo em sua totalidade é exigida, a
menos que seja especificado de outra forma no protocolo Instrugdes do Laboratério de Processamento de
Amostras (SPLI), Grafico de Processamento Laboratorial (LPC) ou Manual do Laboratério (LM). No caso raro em
que a planilha de PBMC especifica do protocolo ndo seja exigida, a planilha genérica contida no Anexo A e em
http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx pode ser usada.

5.3. A utilizagdo do LDMS é exigida para capturar informacgdes do participantes e de processamento, gerar
identificadores Unicos, criar etiquetas para tubos criogénicos, capturar os locais de armazenamento e gerar
manifestos de envio.
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5.4. Os principais elementos exigidos para monitorar o processamento de PBMC incluem:

Tabela de principais elementos

Principais elementos para monitorar o processamento de PBMC Local de obtencao
Laboratério de processamento de amostras WL
ID do participante WL
Numero da visita WL
Protocolo WL

Automaticamente

ID de amostra global do LDMS gerado pelo LDMS

Data/hora de inicio do processamento WL
Iniciais do técnico do processamento (técnico) WL
Método de contagem (nome do instrumento ou contagem manual) w
Volume de ressuspensdo de contagem WDR (V) w
Concentra¢do média de contagem de células (C) w
Numero total de células (T)=CxV WL
Calcule o volume final de ressuspensdo do CPS (Vy) w
Data e hora do congelamento WL

Comentarios e desvios do protocolo, incluindo mas ndo limitado a:

e Todas as condi¢des inesperadas de amostras

e Sangue coagulado (nimero de tubos com coagulos, nimero total de tubos do lote

de PTID e detalhes de processamento)

e Rendimento celular abaixo da faixa esperada w

e Anomalias de processamento

e Etapas realizadas de resolucgado de problemas

e Observar se o Tempo total for > 8 horas

e Tempo de processamento >4 horas
Data/hora da coleta WL
Reagentes (fabricantes, nimeros de lotes e datas de validade para DMSO, FBS, WDR,

CSTFB, meio de gradiente de densidade) w
CPS (Volume de DMSO e FBS) w
Tipo do tubo de amostra (HEP/ACD/EDTA/Outro) WL
Condicdo do sangue (ex. SAT/HEM/CLT) WL
Volume de sangue total utilizavel medido WL
Contagens de células w
Numero real de células por tubo WL
Numero de tubos criogénicos congelados WL
Informacgdes de armazenamento em freezer (Mddulo de armazenamento do LDMS) oL
Confirmacgdo de CQ visual de reagentes (técnico) o]
Producdo de células/mL de sangue total w
Vol. estimado de ressuspensdo de CPS (V1) w
Confirmacio de CQ de etiquetas do LDMS para contetdo/cddigos de barra (técnico) w
Confirmacdo de transferéncia de tubos criogénicos para locais da caixa de W
armazenamento atribuidos pelo LDMS (técnico)

Data/hora em que os tubos criogénicos foram transferidos da unidade de congelamento W
de taxa controlada para a caixa de armazenamento.

Revisdes finais, revisores/datas "

W= Requer controle em uma planilha de PBMC
L = Requer entrada/controle no LDMS
O = Controle em uma planilha ou outro material de controle é opcional
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Amostra
6.1. Sangue total anticoagulado fresco coletado de acordo com os requisitos do protocolo.
6.2. Condicdes de manuseio

6.2.1. As amostras devem ser armazenadas em temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das
condicdes climaticas) do momento da coleta até a entrega ao laboratério de processamento.

6.2.2. As amostras devem ser entregues ao laboratério de processamento o mais rapido possivel (as boas
praticas seriam de 30 minutos a 4 horas apds a coleta) para permitir que o laboratério de processamento
tenha tempo suficiente para concluir os procedimentos de criopreservacgdo. A clinica deve discutir os
requisitos especificos com o laboratdrio de processamento antes da inscrigdo no protocolo.

6.2.3. As amostras devem ser processadas pelo laboratdrio de processamento o mais rdpido possivel apds o
recebimento (as boas praticas seriam iniciar o processamento dentro de 30 minutos apds o recebimento
da amostra):

e O tempo de processamento (hora de inicio do processamento) é o momento em que o
tubo é aberto pela primeira vez ou colocado na centrifuga, o que ocorrer primeiro.

e Tempo de congelamento é definido como o tempo quando:

o o Agilent Technologies StrataCooler®, Nalgene® Mr. Frosty™ ou Corning® CoolCell®
¢é colocado em um freezer configurado para - 80 °C. Consulte SPLI/LPC/LM para as
varia¢Oes de temperaturas aceitdveis para levar em conta as flutuagées rotineiras
nas temperaturas do freezer.

o o programa de resfriamento do freezer de taxa controlada, como
CryoMed?®, iniciou.

Observacdo: Freezers de taxa controlada nao sdao permitidos para amostras
da HVTN.

e O Tempo total é calculado a partir da Hora da coleta da amostra e Hora de
congelamento; de forma ideal, 8 horas ou menos, mas todas as amostras devem ser
processadas independentemente do Tempo total.

e O Tempo total de processamento é calculado a partir da Hora de processamento e Hora
de congelamento; menos que 4 horas é o recomendado sendo o ideal abaixo de
3 horas.

6.2.4. Nao refrigerar ou congelar sangue total. Ndo colocar o sangue em contato direto com embalagens frias
caso as esteja usando durante condi¢des de calor extremo.

6.3. Amostras marginais
6.3.1. Amostras coaguladas

6.3.1.1. Todo sangue deve ser processado independentemente de estar ou ndo coagulado, a menos que o
contrdrio seja indicado no protocolo.

6.3.1.2.Remover coagulos e processar normalmente.

6.3.1.3.Marque a condi¢do como CLT na planilha e no LDMS. Inclua detalhes na se¢do de comentarios da
planilha de processamento.

6.3.2. Amostras hemolizadas
6.3.2.1. A hemodlise pode afetar a qualidade das PBMCs.
6.3.2.2. Processar hormalmente.

6.3.2.3. Marque a condi¢do como HEM na planilha e no LDMS. Inclua detalhes na se¢do de comentarios da
planilha de processamento.
6.3.3. Baixa producdo de células
6.3.3.1.Se a produgdo de células ndo for suficiente para atender as necessidades do protocolo, entre em
contato com a clinica para uma possivel substituicdo da amostra. Se a produgdo de células for £ 0,4 x
108 células/mL, entre em contato com a clinica para uma possivel substituicdo da amostra e
notifique o centro laboratorial da rede (HVTN, HPTN) ou equipe do protocolo (ACTG).
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6.3.3.2.Registre as etapas realizadas para resolucdo de problemas ou verificacdo de dados na secdo de
comentarios da planilha de processamento.

6.4. Amostras ndo aceitaveis

6.4.1. Amostras sem etiquetas ou etiquetadas de forma incorreta serao rejeitadas.
6.4.2. Siga a diretriz da rede para a rejeicdo de amostras atrasadas.

6.4.3. Vazamento de amostras: Notifique a clinica caso alguma das amostras esteja vazando e determine se as
amostras sdo ou nao utilizaveis. A esterilidade da amostra e a seguranga do pessoal do laboratério que
esta manuseando as amostras sdo de extrema importancia.

7. Equipamentos

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

Preparacdo e processamento
7.1.1. Gabinete de biosseguranca Classe Il (BSC) de nivel 2 ou superior

7.1.2. Centrifuga, de baixa rota¢do (capacidade de 200 a 1000 x g), com rotor basculante, preferencialmente
refrigerado, temperatura ambiente aceitavel. Sdo necessérios copos com tampas.

7.1.3. Micropipetas, variagao 20, 200, 1000uL

7.1.4. Pipetador portatil Pipet-Aid (de preferéncia sem fio) para uso com pipetas soroldgicas descartaveis
7.1.5.Geladeiraa2°Ca8°C

7.1.6. Freezer a -20°C (ou inferior) sem descongelamento automatico (para armazenamento de FBS)

7.1.7. Freezer a-80 °C (-65 °C a -95 °C para ACTG, -70 °C a -95 °C para HVTN e HPTN); para armazenamento de
PBMC de curto prazo.

7.1.8. Banho-maria 37 °C a 56 °C (para inativacgdo por calor de FBS, se necessario) (Observacdo para HVTN: Nao
exigido para protocolos da HVTN; FBS aprovado pela HVTN é fornecido aos laboratérios pela rede como
inativados por calor).

7.1.9. Copo ou proveta para alvejante ou outro desinfetante

7.1.10.Racks adequados para comportar tubos de coleta de sangue, de 15 mL, e tubos conicos de 50 mL na
vertical durante as etapas de processamento e transporte

7.1.11.Rack para tubos criogénicos para permitir a abertura/fechamento com uma mé&o dos tubos criogénicos
durante as etapas de aliquota (é preferivel a utilizagdo de racks especificos Nunc)

Equipamentos exigidos pelo LDMS. (Consulte o site do LDMS e requisitos especificos da rede para
obter detalhes).

7.2.1. Especifica¢bes de reunido de computador definidas pela Frontier Science para o Web LDMS
7.2.2. Impressora para etiquetas geradas pelo LDMS

7.2.3. Leitor de cddigo de barras 2D

7.2.4. Etiquetas compativeis com LN; e drea de impressdo de 1x1 pol.

7.2.5. Faixa de impressao compativel com LN, especifica para a impressora, resistente a abrasdo e
substancias quimicas

Equipamentos de nitrogénio liquido (LN.) (se exigido pela rede)
7.3.1. Tanque de armazenamento de LN; (£-140 °C)
7.3.2. Transportador a seco (dry shipper) de LN, aprovado pela IATA
Contagem de células:

Observacdo: Os métodos de contagem podem precisar de aprovagao da rede. Siga os procedimentos de
calibragdo aplicaveis do fabricante se estiver usando um contador de células automatizado.
7.4.1. Contador de células automatizado capaz de enumerar células viaveis (Beckman-Coulter Vi-Cell, Muse® ou
equivalente). A HVTN geralmente ndo aprova essa classe de contadores de células para amostras frescas.

7.4.2. Contador de células automatizado ndo capaz de distinguir células viaveis (Coulter Counter,
Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® ou equivalente).
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Observagdo: Um contador de células automatizado, ndo capaz de identificar células viaveis,
pode ser usado para obter uma contagem total de células sem distinguir células viaveis. No
entanto, as amostras que estdo sendo preparadas para o Programa de Testagem Proficiente para
Criopreservacdo de PBMC IQA devem incluir uma contagem de células viaveis.

Observacdo para HVTN: Se contadores automatizados forem usados para fins de protocolo, a
rede tem uma forte preferéncia por essa classe de contadores. Os métodos de contagem
devem ser revisados e pré-aprovados pela HVTN.

7.4.3. Camara de contagem manual de células (hemacitémetro) e microscépio de campo de luz.

Observacdo: Se uma camara de contagem manual de células for usada com azul de Tripan, as
células vidveis devem ser enumeradas e usadas para cdlculos de células. Se a violeta genciana
for usada, a contagem total de células pode ser usada para célculos de células.

7.5. Criopreservagao

Observacdo: Umas das seguintes unidades de congelamento de taxa controlada (CRFUs) pode ser usada
conforme as instrugGes do fabricante; StrataCooler® da Agilent Technologies e CoolCell® da Corning® sdo
as preferidas.

Observacdo: Se as instrugdes do fabricante ndo forem seguidas, um estudo de validagdo deve ser realizado.
7.5.1. Mdédulo de criopreservagao StrataCooler® da Agilent Technologies — 400005
7.5.1.1.StrataCooler® deve estar entre 2 °C e 8 °C antes de iniciar o resfriamento dos tubos criogénicos.
N3o posicione os tubos criogénicos em um StrataCooler® que esteja abaixo da temperatura inicial de
2°C.
7.5.2. CoolCell® da Corning® (antiga BioCision®)
7.5.2.1.Certifique-se de que todas as pegas do CoolCell®, incluindo o anel central, voltem a temperatura
ambiente (15 °C a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das condic¢bes climaticas) entre os intervalos
de utilizacao.
7.5.3. Nalgene® Mr. Frosty™, contéiner de criocongelamento 1 °C/minuto
7.5.3.1. Mr. Frosty™ deve ser armazenado em temperatura ambiente (15 °C a 25 °C ou até 30 °C,
dependendo das condi¢cGes climaticas) entre os intervalos de utilizagdo.

7.5.3.2.0 nivel de isopropanol deve ser corrigido, e o isopropanol deve ser completamente substituido apds
o quinto ciclo de gelo-degelo. Um registro deve ser usado para controlar os ciclos de gelo/degelo e
as trocas de reagentes. Consulte o Anexo B.

7.5.4. Freezer de taxa controlada, como a Camara de Congelamento CryoMed® (Gordinier). (Observacgdo para
HVTN: Freezers de taxa controlada ndo sdo permitidos para amostras da HVTN.)

8. Descartaveis
8.1. Materiais plasticos

8.1.1. Pipetas soroldgicas, descartavel, 1, 5, 10, 25, 50 mL, estéreis

8.1.2. Pontas de micropipeta, 20, 100, 200, 1000 pL, estéreis

8.1.3. Tubos descartaveis para centrifugas de 15 e 50 mL, estéreis, de fundo conico, graduados,
de polipropileno.

8.1.4. Tubo de separagdo de células de 50 mL com barreira porosa (CSTFB), seco (ndo comprado como pré-
preenchido com midia de separagao de células).

8.1.4.1.Exigido para processamento da HVTN. Consulte LPC/SPLI/LM para requisitos especificos do
protocolo para todas as redes.

8.1.5. Tubos criogénicos (criotubos) com roscas internas, de 1,8 a 2 mL, tampa rosqueada com anel, estéril,
somente de polipropileno, independente, graduado, a prova de vazamento, formulado para preservagao
de LN, em fase de vapor (aproximadamente - 140 °C). Confirmar aceitabilidade de quaisquer substituicées
por tubos criogénicos com a(s) rede(s) antes da compra (Consulte o Anexo E).
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Observagdo: Tubos com tampa de encaixar ndo devem ser usados. Além disso, os criotubos
ndo devem ser preenchidos além da capacidade especificada pelo fabricante ou até o topo
do tubo.
8.1.6. Opcional: Garrafas/frascos estéreis, descartaveis, de gargalo com 45 mm, 250 a 500 mL para guardar
grandes volumes de coleta de sangue total antes da separacao de PBMC.
8.1.7. Opcional: Pipetas de transferéncia estéreis de 5 mL, individualmente embaladas em plastico

8.1.8. Opcional: Tubos de separacdo de células pré-cheios de 50mL com barreira porosa (CSTFB).
Observagdo para HVTN: Ndo opcional para estudos da HVTN, a HVTN exige que os laboratérios

comprem CSTFB “secos” (i.e., ndo comprados como pré-cheios); a utilizacdo de outros CSTFB
deve ser pré-aprovada pelo Centro de Laboratdérios da HVTN.

8.2. Marcadores

Observacdo: Marcadores para escrever nos tubos e frascos de processamento devem ter ponta fina e utilizar
tinta indelével de secagem rapida.

8.3. Etiquetas

Observacdo: Etiquetas e tintas criogénicas devem ser adequadas para temperaturas de armazenamento de
fase de vapor de -80 °C ou LN.

9. Equipamento de protegao individual
Observacgdo: Equipamento de protegdo individual adequado para uso com patégenos sanguineos é
necessario. Siga as diretrizes e praticas locais do laboratdrio para o manuseio de produtos derivados
do sangue.

9.1. Jaleco ou avental de laboratdrio

9.2. Protegdo ocular

9.3. Luvas de nitrilo sem p6 ou equivalente
9.4. Luvas criogénicas

9.5. Protetores faciais (com protecdo para o queixo, se preferido ou exigido pelos regulamentos locais de
biosseguranca), necessarios ao trabalhar com LN,.

10. Reagentes
10.1.A compra de reagentes estéreis e o0 uso de técnicas de assepsia sdo necessarios.

10.1.1. Armazene os frascos abertos na temperatura recomendada pelo fabricante até que sejam totalmente
consumidos, até que seja instruido a descarta-los abaixo ou até a data de validade do fabricante, o que
ocorrer primeiro.

10.1.2. Consulte o Anexo E para uma lista de produtos recomendados.

10.1.3. Descarte caso sinais visiveis de contaminagdo aparegam, como aparéncia turva.
10.2.Reagentes diluentes de lavagem (WDR)

10.2.1. 1X Solucdo salina balanceada de Hank (HBSS) sem calcio ou magnésio, pronta para uso.

10.2.2. 1X Fosfato tamponado salino (PBS) sem calcio ou magnésio, pronta para uso.
10.3.Volume de meio de gradiente de densidade (1,077 g/mlL)

10.3.1. Meio estéril pronto para uso para isolamento de alta produgdo de linfécitos humanos do

sangue periférico
10.3.2. Consulte o Anexo E para uma lista de produtos recomendados

10.4.Tubo de separagdo de células com barreira porosa (CSTFB, se utilizado). Exigido para HVTN a menos que haja
alternativa anotada em SPLI/LPC/LM especifico do protocolo.

10.4.1. Sistema de CSTFB nao preenchido (combina¢do de um CSTFB seco com um meio de gradiente de
densidade 1,077)

10.4.1.1. Leve o meio de gradiente de densidade (DGM) a temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C,
dependendo das condig¢Bes climaticas). Proteja da luz.
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10.4.1.2.
10.4.1.3.

10.4.1.4.

10.4.1.5.

10.4.1.6.

10.4.1.7.

10.4.1.8.

10.4.1.9.

Trabalhe no BSC seguindo técnica asséptica

Registre informagdes relacionadas ao CSTFB e DGM diretamente da embalagem ou frasco usado
na planilha de PBMC. Os CSTFBs preparados com antecedéncia devem ter etiquetas incluindo
todas as informagdes necessarias, data de preparagao e iniciais da pessoa que preparou os tubos.

Prepare os tubos pipetando o volume de DGM apropriado para o tamanho do tubo CSTFB que
esta sendo usado (conforme observado abaixo).

Capacidade do tubo (mL) Volume de meio de gradiente de densidade
(mL)
50 mL 15 mL

Tampe os CSTFBs com DGM adicionado e centrifugue a 800 x g por 30 segundos (ou ajuste de
tempo mais baixo acima de 30 segundos) em temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C,
dependendo das condi¢Ges climaticas).

O DGM agora deve estar abaixo da barreira porosa. Inspecione os tubos para verificar se ha vazios
ou bolhas grandes entre a camada de DGM e a barreira porosa ou se ha DGM restante acima
da barreira.

Se houver vazios ou bolhas grandes abaixo da barreira, adicione mais meio, centrifugue o CSTFB
novamente a 800-1000 x g por 30 segundos a 1 minuto (selecione a configuragdo de centrifuga
mais baixa) e inspecione novamente.

Se houver liquido (DGM) acima da barreira, centrifugue o CSTFB novamente a 800-1000 x g por
30 segundos a 1 minuto (selecione a configuracdo de centrifuga mais baixa). Se qualquer solucdo
de gradiente de densidade permanecer acima da barreira apds nova centrifugacdo, remova-a
seguindo a técnica de assepsia.

Siga as recomendagdes de armazenamento do fabricante do meio de gradiente de densidade.

10.4.2. CSTFB pré-preenchido (meio de gradiente de densidade 1,077)

Observacdo: A capacidade requerida do tubo dependera do volume de sangue total Armazene
na geladeira (2 a 8 °C).

Observacdo para HVTN: CSTFB adquiridos pré-cheios ndo sdo permitidos.

e Protejada luz.

e Aparéncia turva indica deterioragdo do produto. Descarte caso note sinais visiveis
de contaminacao.

e Deixe o CSTFB pré-cheio atingir a temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C,
dependendo das condi¢des climaticas) antes de usar.

10.5.Reagentes de congelamento

10.5.1. Soro fetal bovino (FBS), de preferéncia inativado por calor. (Consulte a Se¢do 11.1 FBS inativado por
calor para obter detalhes de manuseio e gerenciamento).

Observacgdo para HVTN e estudos conjuntos com a HVTN: FBS aprovado pela HVTN é

fornecido aos laboratérios pela rede; fornecedor e lote de FBS aprovado pela HVTN nao
estdo disponiveis para compra fora da cadeia de suprimento/processo da HVTN.

10.5.1.1.
10.5.1.2.

10.5.1.3.

Verifique com as redes aplicaveis para saber quem sdo os fornecedores de preferéncia.

Obtenha um certificado de andlises do fornecedor para registro de controle de qualidade
do laboratério.

Observacdo: Uma copia do certificado de analises do FBS pode ser exigida para exportar
(ou importar) aliquotas de PBMC entre paises.

FBS armazenado congelado (< -20 °C/de acordo com as recomendac&es do fabricante) estara bom
até a data de validade do fabricante.
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10.5.1.4. FBS descongelado e armazenado entre 2 e 8 °C é estavel por um més corrido.
10.5.2. Dimetilsulféxido (DMSO), para cultura de células

10.5.2.1. Use DMSO do tipo para cultura de células.

10.5.2.2. Armazene frascos ndo abertos a temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das
condi¢des climaticas). Verifique a data de validade de cada frasco e descarte se estiver fora
do prazo.

10.5.2.3. Uma vez aberto, o DMSO ndo diluido, quando protegido da luz e da umidade, é estavel a
temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das condig¢des climaticas) por 6
meses (ou até a data de validade do fabricante, se essa data for < 6 meses a partir da data de
abertura). Corrija a etiqueta no frasco para refletir a nova data de validade.

10.5.2.4. Utilize uma técnica de assepsia ao remover o DMSO do frasco para evitar possivel contaminagao.

10.5.2.5. Descarte o conteudo do frasco aberto caso note sinais visiveis de contaminagao.

10.5.2.6. Osreagentes podem estar separados em aliquotas pequenas para ajudar a preservar a
esterilidade. Etiquete as aliquotas com “DMSQO”, nome do fabricante, nimero do lote, data de
abertura/aliquotacdo, data de validade (seis meses a partir da abertura ou data de validade do
frasco original, o que ocorrer primeiro) e iniciais do técnico. Proteja as aliquotas da luz.

10.5.3. Desinfetante

10.5.3.1. Etanol desinfetante a 70% v/v, frasco borrifador

10.5.3.2. Alvejante a 10% v/v, copo ou proveta e frasco borrifador (deve ser produzido diariamente)

10.5.3.3. Outros desinfetantes conforme especificacdo da politica local do laboratério

10.6.Reagentes de contagem de células

Observacdo: Os requisitos para reagentes de contagem de células irdo variar dependendo do
método utilizado. Consulte o POP/instru¢des aprovado pela rede para o método que esta sendo
usado. O uso de acido acético glacial ndo é permitido para contagens manuais da HVTN.

10.6.1. Solugdo de azul de Tripan a 0,4%

10.6.2. Opcional: Solugdo de violeta genciana a 0,05% pode ser utilizada para tingir os nucleos das células a fim
de identificar células mononucleares, e conta-las usando um hemacitdémetro. Se for necessaria a
viabilidade, uma segunda contagem usando azul de Tripan pode ser realizada. A solugdo de violeta
genciana de 0,05% contém: 0,05 g de violeta genciana, 2 mL de acido acético glacial e 98 mL de H,0
destilado ou deionizado.

11. Preparacao de reagentes
11.1.FBS inativado por calor (HI-FBS)
Observacdo: HI-FBS pode ser pedido do fabricante, ou pode-se pedir FBS do fabricante e inativa-lo por calor no
laboratério. Siga estas instruges para descongelar, para separar em aliquotas e para utilizar.
Observacdo para HVTN: FBS aprovado pela HVTN é fornecido aos laboratoérios pela rede como inativado por
calor; fornecedor e lote de FBS aprovado pela HVTN geralmente nao estdo disponiveis para compra fora da
cadeia de suprimento/processo da HVTN.

11.1.1. Remova o FBS do freezer.

11.1.2. Descongele na geladeira (2 a 8 °C), de preferéncia, ou por algumas horas a temperatura ambiente (15 a
25 °C ou até 30 °C, dependendo das condi¢des climaticas). Ndo permita que o FBS fique a temperatura
ambiente por mais tempo que o necessario para completar o processo de descongelamento.

11.1.3. Mexa girando suavemente duas ou trés vezes durante o periodo de descongelamento.

11.1.4. Siga estas instrugdes adicionais se o FBS nao tiver sido inativado pelo calor. Se o FBS tiver sido inativado
por calor pelo fabricante, va para 11.1.5.

11.1.4.1. Coloque o FBS em banho-maria a 56 °C (55 a 57 °C). Monitore cuidadosamente a temperatura do
banho-maria. Temperaturas mais altas podem degradar os componentes do FBS.
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Observacdo: O nivel de agua no banho-maria deve cobrir o nivel do FBS no frasco, mas ndo deve
tocar a tampa do frasco. Isso ajuda a assegurar o aquecimento homogéneo do FBS e evitar a
contaminacao.

11.1.4.2. Quando a temperatura do banho-maria tiver chegado a 56 °C (55 a 57 °C), aquega o FBS por
30 minutos, mexendo a cada 5 a 10 minutos. Aquecer por periodos mais longos pode degradar os
componentes do FBS.

Observacdo: Limpe o frasco com etanol 70% v/v antes de abrir.
11.1.5. Misture o HI-FBS de forma cuidadosa, mas consistente, usando técnica de assepsia.

11.1.6. Separe em aliquotas de tubos conicos de centrifuga de 50 mL, estéreis, etiquetados, ou aliquotas de
outros tamanhos adequadas a carga de trabalho planejada.

Observacdo: As etiquetas devem identificar esses tubos como “HI-FBS” e devem incluir nome do
fabricante, nUmero de lote, data da aliquota, condigdes de armazenamento, data de validade original
do fabricante e iniciais do técnico. O FBS é estavel por 1 més (se o periodo de 1 més ndo exceder a data
de validade original do fabricante) entre 2 e 8 °C, ou até a data de validade original do fabricante, se
mantido a -20°C. Lembre-se de atualizar a data de validade e as condi¢des de armazenamento nas
aliquotas/frascos removidos do armazenamento a -20°C para uso.

11.1.7. Refrigere (2 a 8 °C) o nimero de tubos de aliquota necessarios a carga de trabalho esperada. Misture
bem antes de usar. Os tubos de aliquota que ndo forem necessarios imediatamente podem ser
colocados no freezer e estardo estdveis até a data de validade original do fabricante.

Observacdo: Ciclos repetidos de gelo/degelo terdo um efeito adverso na qualidade do FBS.
N3o recongele aliquotas que tiverem sido armazenadas a temperaturas de refrigerador.

11.1.7.1. Para usar as aliquotas congeladas, descongele com antecedéncia na geladeira de um dia para o
outro, de preferéncia, ou a temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das
condicdes climaticas) por varias horas. Ndo permita que o FBS fique a temperatura ambiente por
mais tempo que o necessario para completar o processo de descongelamento.

11.1.7.2. Uma vez descongelado, o FBS é estavel por 1 més entre 2 e 8 °C, ou até a data de validade do
frasco original, o que ocorrer primeiro. Lembre-se de atualizar a data de validade e as condi¢des
de armazenamento em aliquotas/frascos removidos do armazenamento a -20 °C para uso.
Misture bem antes de usar.

11.2.Solucdo fresca de criopreservagao (CPS)
11.2.1. Componentes da CPS

Componentes Porcentagem (v/v)
DMSO 10%
FBS (inativado por calor) 90%

11.2.2. Preparacdo de CPS

11.2.2.1. Use tubos de centrifuga conicos esterilizados, etiquetados e descartaveis de 15 mL ou 50 mL para
armazenar o CPS preparado.

Observacdo: A mistura de DMSO e FBS é uma reagdo exotérmica.

11.2.2.2. ACPS precisa ser preparada de antemao e resfriada no refrigerador (2 a 8 °C) por, pelo menos,
30 minutos antes do uso, ou em banho de gelo por, pelo menos, 15 minutos antes do uso.

Observacdo: A CPS pode ser armazenada de 2 e 8 °C por 1 dia util (< 18 horas).

11.2.3. Utilize a férmula abaixo para fazer uma estimativa do volume de CPS a ser preparado para ressuspensao
de PBMC. Exemplos também sdo apresentados.

Sangue total utilizavel (mL) x Produgéo de células (células/mL) x Concentragéo de reducéo de
congelamento (mlL/células) = CPS estimada (mL)

Arredonde para cima esse resultado para o mL inteiro mais préximo.
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Observacdo: O volume de sangue total utilizavel (UWBV) é o volume de sangue total que sera de fato
processado. (O volume de sangue total utilizavel pode ndo ser igual a capacidade do tubo.)

Observacdo: Ao processar sangue coletado em tubos ACD, inclua a capacidade de coleta e o
anticoagulante liquido ao considerar volumes maximos, medicGes e calculos de producdo de células.
e Por exemplo, um tubo ACD de 8,5 mL contém 1,5 mL de anticoagulante e coletard um
volume maximo de sangue de 8,5 mL. Ao estimar e medir tubos ACD, a capacidade maxima
serd de 10,0 mL por tubo de coleta de 8,5 mL (8,5 mL de sangue total, 1,5 mL de
anticoagulante liquido = 10,0 mL).

Observacdo: Os lotes de CPS devem ser feitos antes da obtengdo do volume de sangue total utilizavel
medido. Para fazer isso, execute o calculo acima usando o volume maximo esperado de sangue total (ou
seja, capacidade do tubo de coleta incluindo anticoagulante, multiplicado pelo nimero esperado de
tubos a serem coletados na visita). Ao preparar a CPS, o laboratério também deve considerar as
produc¢des médias obtidas com sua populagdo participante. Comece com uma producdo de células
média de 1,5 x 10° células/1,0 mL para o célculo inicial. Monitore o uso didrio da CPS para maximizar a
eficiéncia e minimizar o desperdicio.

e Por exemplo, se grandes quantidades de CPS sdo descartadas regularmente no final do dia,
ajuste a produgdo da células para baixo para refletir com mais precisao a populagdo de
participantes. Se o calculo gerar volumes de CPS insuficientes, ou seja, varios lotes
precisarem ser produzidos, aumente a producdo de células no calculo ou considere aumentar
o volume final em uma porcentagem fixa, como 20%.

Exemplos: Sangue adulto — lote didrio de CPS - varias visitas agendadas:

e A concentracdo de congelamento alvo (mL/células) para todos é (1,0 mL/15 x 10° células) ou
15 milhGes de células congeladas em 1 mL (V2) de CPS.

e Calcule o volume total esperado:
Observacdo: Lembre-se de incluir o anticoagulante liquido ao calcular os volumes totais
esperados dos tubos ACD. Os tubos de NaHep e EDTA ndo contém anticoagulantes liquidos,
portanto, o volume do tubo registrado na requisicdo do laboratério é o volume
maximo possivel.

o A primeira visita agendada inclui 18 tubos ACD de 8,5 mL para processamento

de PBMC

o A segunda visita agendada inclui 8 tubos ACD de 8,5 mL para processamento
de PBMC

o Aterceira visita agendada inclui 8 tubos de NaHep de 10,0 mL para processamento
de PBMC

o Total de tubos esperados (18+8+8) = 34, 34 tubos x 10,0 mL = 340,0 mL volume
maximo esperado

e Produgao de Concentracao de redugcao |Estimativa de CPS a
Sangue total utilizavel x .
células x de congelamento = ser preparada
(340,0 mL) x (1,5 x 10° células/1 mL) x| (1,0 mL/15 x 108 células) = 34,0 mL

Exemplo: Sangue de adulto - Coleta de sangue de volume grande. A concentragdo de congelamento alvo
(mL/células) é (1,0 mL/15 x 10° células) ou 15 milhdes de células congeladas em 1 mL (V2) de CPS.
Lote de CPS criado apds a medicdo do UWBV.

S Produgdo de Concentragao de redugdo |Estimativa de CPS a
Sangue total utilizavel x ,
células x de congelamento = ser preparada
(135,0 mL) x (1,5 x 10° células/1 mL) x | (1,0 mL/15 x 10° células) = 14,0 mL

Exemplo: Sangue adulto — 8 x 10,0 mL de coleta de sangue NaHep. A concentracao de congelamento
alvo (mL/células) é (1,0 mL/10 x 108 células) ou 10 milhdes de células congeladas em 1 mL (V2) de CPS.
Lote de CPS criado antes da medicao do UWBV.
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11.2.4.

11.2.5.

S Produgdo de Concentragao de redugdo |Estimativa de CPS a
Sangue total utilizavel x ,
células x de congelamento = ser preparada
(80,0 mL) x (1,5 x 10° células/1 mL) x | (1,0 mL/10 x 108 células) = 12,0 mL

Use a seguinte formula para calcular as quantidades de DMSO e de FBS necessarias.

CPS = 1 parte de DMSO + 9 partes de FBS

Exemplos:
Volume de CPS total
Volume de CPS Volume de DMSO = Vom?r:l;n;: gssHi-:\?osll:me =
estimado (.1)(volume de CPS) Volume de DMSO +
de DMSO)
Volume de FBS
10,0 mL 1,0 mL 9,0 mL 10,0 mL
5,0mL 0,5mL 4,5 mL 5,0 mL

Registre os volumes de CPS, DMSO e FBS na planilha de PBMC. Ao criar lotes compartilhados, também é
recomenddvel registrar a hora da criagdo e as iniciais da pessoa que criou o lote.

12. Introdugao e diretrizes relacionadas ao processamento de PBMC

Estes sdo principios padrdo e etapas comuns a todos os procedimentos de processamento de PBMC. Existem variacoes
dependendo da escolha de técnicas de separagdo (CSTFB pré-preenchida ou overlay manual), do tratamento do sangue
(diluicdo com ou sem reposicdo de plasma ou coleta direta de plasma), concentracgdo final de células e
congelamento/armazenamento. Selecione as se¢des correspondentes para os procedimentos de separacdo de células e
tratamento do sangue, e para congelamento e armazenamento de acordo com os requisitos da rede e do protocolo.

13. Separacao de células e diluicdo de sangue por tubo de separagao de células com barreira porosa
(CSTFB) com reposicdo de plasma

A Secdo 13 pode ser usada por todas as redes; consulte os requisitos de protocolo e materiais disponiveis.

Para qualquer amostra, use a Secdo 13 ou a Secdo 14, mas nunca as duas.

13.1.Separacdo de linfocitos do sangue periférico usando tubos de separa¢dao CSTFB com meio de gradiente de
densidade (DGM) adicionado em temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das
condi¢des climaticas).

13.1.1.

13.1.2.

13.1.3.

13.1.4.

Realize toda pipetagem e mistura em um gabinete de biosseguranca (BSC) Classe II, de nivel 2

ou superior.

Borrife etanol 70% v/v, ou desinfetante equivalente, sobre todas as superficies, racks e frascos de
reagentes sempre antes de entrar e iniciar o uso do BSC.

A menos que indicado de outra forma, o procedimento é realizado a temperatura ambiente (15 a 25 °C
ou até 30 °C, dependendo das condigdes climaticas).

Utilize uma pipeta nova para cada numero de identificacdo de participante (PTID) e para cada aditivo.

13.2.Prepare amostras de sangue total, reagentes e suprimentos.

13.2.1.

Prepare e resfrie a CPS (consulte a Secdo 11 Preparacdo de reagentes) antes do processamento ou com
antecedéncia suficiente para misturar com PBMC, caso seja necessdrio CPS adicional.

Observacdo: Os lotes de CPS devem ser preparados antes do inicio das etapas de processamento da
amostra. Os volumes de lote devem ser monitorados e a criagdo de lotes adicionais, quando necessario,
deve ser capturada em detalhes completos na planilha de PBMC.
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13.2.2.

Prepare tubos CSTFB suficientes para gerenciar a quantidade maxima de sangue esperada.

13.2.2.1. Paratubos CSTFB de 50 mL, planeje um volume maximo de 20 mL, ou um CSTFB para cada dois

tubos de coleta de sangue de 8,5-10,0 mL. Dica: Divida o nimero total de tubos de coleta

de 8,5-10,0 mL a serem recebidos por 2. Se o resultado for uma fragdo (um niimero impar de
tubos de coleta de sangue), arredonde para o nimero inteiro mais préximo (ou seja, adicione um
tubo CSTFB adicional).

13.2.2.2. Exemplos:

13.2.3.

13.2.4.

13.2.5.

13.2.6.

13.2.7.

13.2.8.

e Avisita 1 tem 3 tubos de NaHep de 10,0 mL. Prepare 2 tubos CSTFB.
e Avisita 10 tem 10 tubos ACD de 8,5 mL. Prepare 5 tubos CSTFB

Certifique-se de que os tubos CSTFB preparados contendo DGM estejam em temperatura ambiente
(15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das condi¢des climaticas) antes de iniciar as etapas
de processamento.

Inspecione visualmente os tubos CSTFB cheios para confirmar se ndo hd bolhas grandes, se hd lacunas
entre o DGM e a barreira porosa e se ndo ha DGM presente acima da barreira porosa antes de adicionar
o WDR ou sangue aos tubos. (Consulte as instrucées de preparagdo do CSTFB na Sec¢do 10.4 para obter
instrugdes sobre como gerenciar problemas de volume do DGM quando observados).

Reuna o mesmo numero de tubos de centrifuga de polipropileno graduados, de fundo conico e estéreis
de 50 mL que os CSTFB preparados (consulte a Se¢do 13.2.2) para uso. Esses tubos de “lavagem” serdo
usados para as células coletadas e as etapas de lavagem subsequentes.
Tamanho do CSTFB (mL) Tamanho de tubo conico de centrifuga (mL)
50 50

Se for necessaria a reposicdo de plasma, reiina um tubo de centrifuga de polipropileno graduado, de
fundo coénico e estéril, de 15 ou 50 mL, apropriado para o volume de plasma a ser coletado. Adicione
etiqueta com PTID, anticoagulante e derivado.

Se os tubos de amostra estiverem frios ao toque (devido a condi¢des ambientais frias como o
transporte em meses mais frios), deixe os tubos atingirem a temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até
30 °C, dependendo das condi¢des climaticas) antes de processar.

Verifique cuidadosamente o PTID em todos os tubos de sangue recebidos. Organize os tubos primarios
de forma que n3o haja possibilidade de misturar tubos entre PTID/PIDs ou anticoagulantes.

Sugestdo: Coloque todos os tubos para cada PTID/anticoagulante em um mesmo rack. Racks diferentes
podem ser usados para separar PTIDs ou tipos de tubos, e uma cor diferente de marcador pode ser
usada para cada PTID para evitar confusao.

13.3.Reposicdo de plasma

Observacdo: Execute esta etapa de reposicao de plasma somente se forem necessarias aliquotas de plasma dos
tubos de coleta de PBMC conforme o protocolo ou SPLI/LPC/LM; prossiga para a etapa 13.4 se aliquotas de
plasma ndo forem necessarias.

13.3.1.

13.3.2.

13.3.3.

13.3.4.

13.3.5.

Os tubos de coleta de sangue do mesmo PTID e do mesmo anticoagulante devem ser processados
individualmente (ndo reunidos em tubos conicos de centrifuga de 50 mL), a menos que indicado de
outra forma no SPLI/LPC/LM especifico do protocolo.

Marque o volume de sangue total em cada tubo de coleta no menisco.

Centrifugue o sangue total de 200 a 400 x g por 10 minutos. Registre o horario de inicio do
processamento na planilha de PBMC.

Transfira o plasma para um tubo de centrifuga conico etiquetado de 15 ou 50 mL para a segunda
centrifugacdo e remova qualquer fragmento celular.

Adicione uma quantidade suficiente de WDR para trazer o sangue de volta ao seu volume original de
sangue total, misture suavemente e continue o processamento de PBMC na etapa 13.4.
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13.3.6.

13.3.7.

Complete o plasma processando por centrifugacdo o plasma coletado de 800 a 1200 x g por 10 minutos
para obter aliquotas PL2, ou de acordo com o protocolo ou SPLI/LPC/LM. Isso pode ser feito em
momento posterior, quando a centrifuga ndo estiver em uso pelo processamento de PBMC.

Divida o plasma duplamente centrifugado em tubos de aliquota etiquetados conforme SPLI/LPC/LM
especifico do protocolo e descarte os fragmentos celulares restantes.

13.4.Diluicdo de sangue para separagao CSTFB

Observacdo: A proporgdo maxima de sangue para WDR deveria ser de aproximadamente 2:1. Use um tubo de
50 mL para cada 12 a 20 mL de sangue total. Utilize quantos CSTFB forem necessarios para distribuir todo o
sangue para cada PID/PTID.

Observacdo: O meio de gradiente de densidade é téxico para as células; trabalhe de forma rapida e eficiente
durante as etapas de separacao.

13.4.1.

13.4.2.

13.4.3.

13.4.4.

13.4.5.
13.4.6.

13.4.7.

13.4.8.

13.4.9.

Coloque etiqueta em cada CSTFB e tubo de “lavagem” da centrifuga conica estéril correspondente com

o PTID (e anticoagulante, se apropriado)

Utilize uma pipeta estéril, adicione WDR a cada CSTFB etiquetado e preparado:

Tamanho do CSTFB (mL) Volume aproximado de WDR (mL)
50 5

Usando uma pipeta soroldgica estéril, adicione WDR a cada tubo de “lavagem” conico estéril e
pré-etiquetado da centrifuga:

Tamanho do CSTFB (mL) Tamanho de tubo cbnico Volume de WDR
de centrifuga (mL) pré-cheio (mL)
50 50 25

Destampe os tubos de sangue anticoagulado. Se as etapas de reposi¢ao de plasma ndo foram
necessarias/executadas, registre o horario da remocgdo da tampa como hora de inicio do processamento
na planilha de PBMC.

Se o sangue em um tubo de coleta estiver coagulado ou muito hemolisado, consulte a Sec¢ao 6.3.

Use uma pipeta soroldgica estéril para misturar o sangue total suavemente e depois transfira o sangue
para os CSTFBs etiquetados.

Observacdo: O sangue deve ser transferido usando uma pipeta sorolégica de 10 mL, em quantidades
medidas de 10,0 mL até que reste menos de 10,0 mL. Distribua o sangue pelos tubos CSTFB em
incrementos fixos para garantir o rastreamento preciso dos volumes para medi¢dao de UWBV durante a
distribuigdo do sangue total.

Transferéncia de meta de 15 a 20 mL de quantidade total de sangue para cada CSTFB etiquetado.

(A variacdo expandida abaixo é permitida apenas em certas situagdes em que a variagdo pretendida ndo
é possivel). Ndo comece a encher um novo CSTFB de 50 mL a menos que um minimo de 12 mL de
sangue esteja disponivel/restante.

Tamanho do CSTFB (mL) Volume de sangue aproximado (mL)*
50 15-20 (12 a 22 permitidos em
certos cenarios)

*Volumes de sangue menores, especialmente na presenga de poucos hematdcritos,
podem fazer com que a camada leucoplaquetaria chegue proxima a barreira, tornando
a coleta dificil. Volumes maiores de sangue podem contribuir para aumento de
sobras/fragmentos das amostras. Consulte as diretrizes especificas do protocolo para
retirada de volumes menores de sangue.

Determine e registre uma medida precisa do volume de sangue total utilizdvel em medidas de 0,1 mL.
Observacdo: O volume de sangue total utilizavel ndo precisa ser igual ao tamanho do tubo.

Utilizando uma pipeta estéril, enxague cada tubo original de sangue anticoagulado com WDR, adicione
volumes de enxdgue ao CSTFB certificando-se de que ndo exceda o limite de volume total do tubo
(WDR + Sangue total).
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Tamanho do CSTFB (mL) Limite de volume total do tubo (mL)
(Sangue total + WDR)
50 30

13.4.10. Tampe cuidadosamente o CSTFB.

13.5.Centrifugacdo de densidade e coleta de CSTFB

13.5.1.
13.5.2.

13.5.3.

13.5.4.

13.5.5.

13.5.6.

13.5.7.

13.5.8.

Posicione os tubos verticalmente, coloque-os em um rack e transfira-os para a centrifuga.

Centrifugue de 800 a 1000 x g por 15 minutos entre 15 e 25 °C (ou até 30 °C, dependendo das
condicdes climaticas) com o freio desligado (OFF)/configurado para zero.

Observacdo: Se o freio estiver ligado, as camadas serao afetadas.

Enquanto os tubos CSTFB estiverem girando, descarte todos os tubos de coleta esvaziados seguindo as
praticas de laboratério, limpe a superficie do BSC e organize para as proximas etapas.

Confirme se o numero correto de tubos de centrifuga cénicos estéreis e etiquetados, pré-cheios com
WODR (tubos de “lavagem”) estdo prontos no BSC para as etapas de coleta/lavagem.

Quando a centrifuga parar completamente, remova cuidadosamente cada CSTFB da centrifuga para ndo
afetar as camadas. Use um rack para apoiar os tubos e transfira cuidadosamente para o BSC.

Os resultados da centrifuga¢do no contetido do tubo dividem-se em seis camadas distintas, incluindo a
barreira. Da parte superior do tubo, sdo elas:

e Plasma+ WDR

e Camada PBMC Plasma +
e Meio de gradiente de Sangue Centrifuga WDR PBMC
densidade (DGM)

Barrei Q DGM camada
e Barreira porosa arreira @@@@

porosa Barreira porosa

e Meio de gradiente

i Meio de ) DGM
de densidade (DGM) gradiente 15 min
e Hemdcias concentradas de 80021000 x g ' RBC
(RBC) e granulécitos densidade
(DGM)

Inspecione os tubos para verificar se ha algum dos seguintes problemas possiveis. Documente as
observacdes e qualquer agdo de acompanhamento tomada de acordo com os requisitos da rede e
do laboratério.

e Hemodlise no plasma + Camada WDR

e Codgulos visiveis na barreira porosa apds a centrifugacdo.

e Camadas de PBMC mal definidas devido a erro na centrifuga¢do, como velocidade,
tempo ou freio. Camada de PBMC aparece menor e indistinta, enquanto a camada de
Plasma + WDR pode estar levemente turva. Consulte o Anexo C para resolugao
de problemas.

e Camada de PBMC formada na barreira porosa devido a baixa contagem de eritrécitos
ou volume de hematécritos.

e Camada de RBC imediatamente abaixo e tocando a camada de PBMC.

Usando uma pipeta sorolégica nova e estéril para cada PTID, remova reduzindo a fracdo amarelada de
plasma-WDR até aproximadamente 1 a 2 cm da faixa branca turva de PBMC localizada na interface
entre a fragdo plasma-WDR (amarelada) e a solugdo de separagdo de meio transparente. Tenha cuidado
para ndo afetar a camada de células durante esse processo. Descarte a fragdo de plasma-WDR de
acordo com a politica do laboratério.

Observacdo: Alternativamente, a faixa branca turva de PBMC pode ser removida inserindo
cuidadosamente a pipeta através da camada superior de plasma-WDR.
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13.5.9. Utilizando uma pipeta soroldgica estéril, colete todas as células na interface branca turva acima da
barreira porosa. Cuidado para nao aspirar quantidade maior da solugdo de separagao de meio do que
0 necessario.

13.5.9.1. Transfira as células coletadas de um CSTFB para um tubo de “lavagem” cdnico de centrifuga
estéril individual correspondente, pré-etiquetado (preparado conforme indicado na Secdo 13.4).
Os tubos podem ser pré-cheios com WDR para ganhar tempo.

13.5.10. Tampe novamente o CSTFB contendo as hemadcias restantes e o meio de separagdo. Descarte o CSTFB
como residuo de risco bioldgico de acordo com a politica do laboratério.

13.6.Garanta que todos os elementos-chave sejam registrados de acordo com os requisitos da rede e do laboratdrio.
Avance para a Seg¢ao 15.

Separacao de células por overlay ou underlay de meio de gradiente de densidade manual e diluigao
de sangue por separagao de células de gradiente de densidade manual com reposi¢ao
de plasma (plasmaférese)

A Secdo 14 pode ser usada por todas as redes; consulte os requisitos de protocolo e materiais disponiveis.
Para qualguer amostra, use a Secdo 13 ou a Secdo 14, mas nunca as duas.

Observacdo para HVTN: A HVTN ndo recomenda o uso do método de underlay. A pré-aprovagao do método de
underlay deve ser obtida do Centro de Laboratério da HVTN antes do uso para amostras de protocolo.

14.1.Separacao de linfécitos de sangue periférico usando o método de meio de gradiente de densidade de overlay

14.1.1. Realize toda pipetagem e mistura em um gabinete de biosseguranca (BSC) Classe II, de nivel 2
ou superior.

14.1.2. Borrife etanol 70% v/v sobre todas as superficies, racks e frascos de reagentes sempre antes de entrar e
iniciar o uso do BSC.

14.1.3. A menos que indicado de outra forma, o procedimento é conduzido a temperatura ambiente (15 a 25 °C
ou até 30 °C, dependendo das condigdes climaticas).

14.1.4. Utilize uma pipeta nova para cada niumero de identificacdo de participante (PTID) e para cada aditivo.
14.2.Prepare amostras de sangue total, reagentes e suprimentos

14.2.1. Prepare e resfrie a CPS (consulte a Se¢do 11 Preparagdo de reagentes) antes do processamento ou com
antecedéncia suficiente para misturar com PBMC, caso seja necessdrio CPS adicional.

Observacdo: Os lotes de CPS devem ser preparados antes do inicio das etapas de processamento da
amostra. Os volumes de lote devem ser monitorados e a criagdo de lotes adicionais, quando necessario,
deve ser capturada em detalhes completos na planilha de PBMC.

14.2.2. Permita que o meio de gradiente de densidade chegue a temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C,
dependendo das condi¢Ges climaticas). Consulte a Se¢do 10 Reagentes para obter mais informacGes.

14.2.3. Reuna tubos de centrifuga de polipropileno graduados, estéreis e de fundo conico, de 50 mL, suficientes
para gerenciar todas as etapas de diluicdo, overlay/underlay e lavagem.

14.2.4. Se for necessaria a reposicdo de plasma, relina um tubo de centrifuga de polipropileno graduado, de
fundo conico e estéril, de 15 ou 50 mL, apropriado para o volume de plasma a ser coletado.
Adicione etiqueta com PTID, anticoagulante e derivado.

14.2.5. Se os tubos de amostra estiverem frios ao toque (devido a condi¢Ges ambientais frias como o
transporte em meses mais frios), deixe os tubos atingirem a temperatura ambiente (15 a 25 °C ou até
30 °C, dependendo das condi¢Ges climaticas) antes de processar.

14.2.6. Verifique cuidadosamente o PTID em todos os tubos de sangue recebidos. Organize os tubos primarios

de forma que nao haja possibilidade de misturar tubos entre PTID ou anticoagulantes em uma coleta
de PTID.
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14.2.7.

Sugestdo: Coloque todos os tubos para cada PTID/anticoagulante em um mesmo rack. Racks diferentes
podem ser usados para separar PTIDs ou tipos de tubos, e uma cor diferente de marcador pode ser
usada para cada PTID para evitar confusao.

Determine e registre uma medigdo precisa do volume de sangue total utilizdvel de até 0,1 mL usando
uma pipeta soroldgica de 10 mL (ou outro método aprovado pela rede). Lembrando que o volume de
sangue total utilizavel ndo precisa ser igual ao tamanho do tubo.

Observacdo para HVTN: Ndo é permitido o uso de tubos de referéncia ou tubos conicos para fins

de medigado.

14.3.Reposicao de plasma

Observacdo: Execute esta etapa de reposi¢do de plasma somente se forem necessarias aliquotas de plasma dos
tubos de coleta de PBMC conforme o protocolo ou SPLI/LPC/LM; prossiga para a etapa 14.4 se aliquotas de
plasma nao forem necessarias.

14.3.1.

14.3.2.

14.3.3.

14.3.4.

14.3.5.

14.3.6.

14.3.7.

Tubos de coleta de sangue do mesmo PTID e com o mesmo anticoagulante podem ser processados
individualmente ou em conjunto em tubos de centrifuga de 50 mL (agrupamento ndo permitido

para HVTN).

Marque o volume de sangue total em cada tubo de coleta no menisco.

Centrifugue o sangue total de 200 a 400 x g por 10 minutos. Registre o horario de inicio do
processamento na planilha de PBMC.

Transfira o plasma para um tubo de centrifuga conico etiquetado de 15 ou 50 mL para a segunda
centrifugacdo e remova qualquer fragmento celular.

Adicione uma quantidade suficiente de WDR para trazer o sangue de volta ao seu volume original de
sangue total, misture suavemente e continue o processamento de PBMC na etapa 14.4.

Complete o plasma processando por centrifugacdo o plasma coletado de 800 a 1200 x g por 10 minutos
para obter aliquotas PL2, ou de acordo com o SPLI/LPC/LM especifico do protocolo. Isso pode ser feito
em momento posterior, quando a centrifuga nao estiver em uso pelo processamento de PBMC.

Divida o plasma duplamente centrifugado em tubos de aliquota etiquetados conforme SPLI/LPC/LM
especifico do protocolo e descarte os fragmentos celulares restantes.

14.4.Diluicdo de sangue para separagdao manual de células por gradiente de densidade

14.4.1.

14.4.2.

14.4.3.

14.4.4.

Destampe os tubos de sangue anticoagulado. Se as etapas de reposi¢do de plasma nao foram
necessarias/executadas, registre o horario da remocao da tampa como hora de inicio do processamento
na planilha de PBMC.

Se um tubo estiver muito coagulado ou muito hemolizado, consulte a Se¢ao 6.3.

Observacdo: O agrupamento de camadas leucoplaquetarias é permitido de acordo com as diretrizes
contidas no Anexo D: Agrupamento de camadas leucoplaquetarias para isolamento PBMC em meio de
gradiente de densidade. Para agrupar camadas leucoplaquetarias, substitua as etapas 14.4.3 e 14.4.4
pelas instrugdes dadas no Anexo D.

Etiquete cada tubo conico de centrifuga com o PTID e anticoagulante.

Tamanho de tubo cénico de centrifuga (mL) Volume aproximado de sangue (mL)
50 12a22
15 4a5

Transfira o sangue para um tubo conico de centrifuga estéril, etiquetado, de 15 ou 50 mL, e adicione
volume suficiente de WDR para diluir o sangue de acordo com as instru¢des contidas na embalagem do
meio de gradiente de densidade (a propor¢do maxima de sangue para diluente deve ser de 2:1).

14.5.Para separacdo de células por gradiente de densidade:

Observacdo: Use o método de overlay (Se¢do 14.5.1) ou o método de underlay (Secdo 14.5.2), mas ndo ambos.

14.5.1.

Método de overlay:

14.5.1.1. Prepare um tubo de centrifuga conico estéril etiquetado para cada tubo contendo sangue diluido.
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14.5.1.2. Adicione o volume apropriado de meio de gradiente de densidade aos tubos de centrifuga conicos

estéreis vazios.

Observacdo: O volume do meio de gradiente de densidade dependera da propor¢do do meio de
gradiente de densidade para sangue diluido recomendada pelo fabricante.

14.5.1.3. Pipete de forma cuidadosa e lenta o sangue diluido sobre o meio de gradiente de densidade.

Sugestdo: Deixe a mistura de sangue diluido com WDR fluir suavemente pelo lado do tubo e se
juntar sobre a superficie do meio de gradiente de densidade sem romper o plano da superficie.

14.5.1.4. Tampe os tubos cuidadosamente. Avance para a Se¢do 14.6.

14.5.2.

Método de underlay:

14.5.2.1. Misture de forma suave e total para reduzir aglutinaces das células durante a separagao.

Opcional: Tanto para sangue total quanto para sangue-WDR, adicione outro volume de WDR igual
ao volume de sangue total.

14.5.2.2. Com base no volume de sangue diluido em WDR, determine o volume do meio de gradiente de

densidade para cada tubo.

Observacdo: O volume do meio de gradiente de densidade dependera da propor¢do do meio de
gradiente de densidade para sangue diluido recomendada pelo fabricante.

14.5.2.3. Pipete de forma cuidadosa e lenta o meio de gradiente de densidade SOB o sangue-WDR.

14.5.2.4. Tampe os tubos cuidadosamente. Avance para a Secao 14.6.

14.6.Centrifugacdo de densidade e coleta de linfécitos:

14.6.1.
14.6.2.

14.6.3.

14.6.4.

14.6.5.

14.6.6.

14.6.7.

14.6.8.

14.6.9.

Posicione os tubos verticalmente, coloque-os em um rack e, com cuidado, transfira-os para a centrifuga.

Centrifugue a 400 x g por 30 minutos entre 15 e 25 °C (ou até 30 °C, dependendo das condi¢des
climaticas) com o freio desligado (OFF)/configurado para zero, ou conforme descrito nas instrugdes da
embalagem que acompanha o meio de gradiente.

Observacdo: Se o freio estiver ligado, as camadas serao afetadas. O freio da centrifuga precisa ser
DESLIGADO para que a separacao seja limpa e para maximizar a capta¢dao de PBMCs.

Enquanto os tubos CSTFB estiverem girando, descarte todos os tubos de coleta esvaziados seguindo as
praticas de laboratério, limpe a superficie do BSC e organize para as proximas etapas.

Coloque etiqueta (com o PTID/anticoagulante) com o mesmo nimero e tamanho de tubos de centrifuga
cbnicos novos e estéreis que os usados na etapa de separag¢do por centrifugacdo. Use esses novos tubos
para as etapas de coleta e lavagem seguintes.

Usando uma pipeta estéril, adicione WDR a cada tubo de “lavagem” conico estéril e pré-etiquetado

da centrifuga:

Tamanho de tubo cbnico Volume de WDR
de centrifuga (mL) pré-cheio (mL)
50 25
15 5

Quando a centrifuga parar completamente, remova cuidadosamente cada tubo conico da centrifuga
para nao afetar as camadas. Use um rack para apoiar os tubos e transfira cuidadosamente para o BSC.

Se a camada de células ndo for visivel, confirme se a centrifuga estd operando corretamente. Corrija
qualquer problema encontrado. Realize a centrifugacdo do tubo novamente. Documente o problema e
qualquer acdo tomada de acordo com os requisitos da rede e do laboratdrio.

Documente hemdlise ou pequenos codgulos visiveis na interface celular.

Observacdo: Verifique a presenga de hemolises, ou codgulos, apds a centrifugacdo. Classifique as
hemodlises de +1 e +4, com base na descri¢do dada no glossdrio. Registre suas observagoes.

Usando uma pipeta nova e estéril (pipeta para transferéncia ou soroldgica) para cada PTID, remova
reduzindo a fragdo amarelada de plasma-WDR até 1 a 2 cm da faixa branca turva de PBMC localizada na
interface entre a fracdo plasma-WDR (amarelada) e a solucdo de separagdo de meio transparente.
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Tenha cuidado para ndo afetar a camada de células durante esse processo. Descarte a fracdo de
plasma-WDR de acordo com a politica do laboratério.

Observacdo: Alternativamente, a faixa branca turva de PBMC pode ser removida inserindo
cuidadosamente a pipeta através da camada superior de plasma-WDR.

14.6.10. Usando uma pipeta soroldgica ou de transferéncia estéril, colete todas as células na interface branca
turva. Cuidado para ndo aspirar quantidade maior da solu¢do de separagdo de meio do que

0 hecessario.

14.6.11. Transfira as células coletadas do tubo conico de centrifuga para uma tubo conico de centrifuga estéril,
pré-etiquetado Unico correspondente. Os tubos podem ser pré-cheios com WDR para ganhar tempo

(Secdo 14.6.5).

14.6.12. Tampe novamente o tubo conico de centrifuga contendo o restante das hemacias/meio de separacdo e
descarte o tubo como residuo de risco bioldgico de acordo com a politica do laboratdrio.

14.7.Garanta que todos os elementos-chave sejam registrados de acordo com os requisitos da rede e do laboratdrio.

Avance para a Seg¢ao 15.

15. Lavagem, contagem, ressuspensao, concentragao e congelamento de taxa controlada de um dia

para o outro
15.1.Lavagem 1:

15.1.1. QS (aumente o volume da fragdo de PBMC) para aproximadamente 45 mL (para tubos conicos de
centrifuga de 50 mL) ou 10 mL (para tubos conicos de centrifuga de 15 mL) adicionando WDR.

Misture com cuidado.

15.1.2. Tampe novamente todos os tubos conicos que agora contém células coletadas diluidas em WDR.

15.1.3. Centrifugue as células diluidas de 200 a 400 x g por 10 minutos de 15 a 25 °C (ou até 30 °C, dependendo
das condigdes climaticas) (freio baixo opcional).

15.1.4. Remova os tubos da centrifuga e verifique quanto a presenca de pellets de células.

15.1.4.1. Se ndo houver pellets de células visiveis, confirme se a centrifuga esta operando corretamente.
Corrija qualquer problema encontrado. Realize a centrifugacdo dos tubos novamente. Documente
o problema e qualquer a¢do tomada de acordo com os requisitos da rede e do laboratodrio. Se o
pellet de células ainda ndo estiver visivel apds a re-centrifugacdo do tubo, continue as etapas de

processamento e documente os detalhes na planilha de processamento.

15.1.5. Remova e descarte o sobrenadante do WDR cuidadosamente, sem afetar o pellet de células,
decantando-o rapidamente no recipiente de residuos liquidos designado no BSC. Métodos alternativos,
como remog¢do com pipeta soroldgica ou por aspiragao, podem ser usados para pellets de células soltos
ou que contenham grandes quantidades de hemacias.

15.2.Lavagem 2:

15.2.1. Ressuspenda cada pellet em uma mistura de pouco volume de WDR, cuidadosamente, mas de forma
completa, em uma suspensdao homogénea de células.

Tamanho do tubo (mL) VqumdeedV?/Bis?rt:fBensao
50 <5
15 <3

15.2.2. Combine as suspensdes de pellet do mesmo PTID/anticoagulante. Este é o tubo de células coletadas.

Tamanho do tubo (mL)

Numero de suspensdes de pellets

Volume total (mL)

a combinar
50 <4 <20
15 <2 <6

15.2.3. Utilize um pequeno volume de WDR para enxaguar os tubos dos quais os pellets foram transferidos.
Colete o enxdgue de WDR nos tubos de células coletadas.
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15.2.4.

15.2.5.
15.2.6.

15.2.7.

15.2.8.

Adicione WDR a fracdo de PBMC para a QS e misture suavemente.

Tamanho do tubo (mL) Volume de QS (mL)
50 <45
15 <10

Tampe novamente os tubos e coloque-os na centrifuga.

Centrifugue as células diluidas de 200 a 400 x g por 10 minutos de 15 a 25 °C (ou até 30 °C, dependendo
das condigdes climaticas) (freio baixo opcional).

Remova os tubos da centrifuga e verifique quanto a presenca de pellets de células.

Observacdo: Se ndo houver pellets de células visiveis, confirme se a centrifuga estd operando
corretamente. Corrija qualquer problema e centrifugue o tubo novamente. Documente o problema e
qualquer agdo tomada de acordo com os requisitos da rede e do laboratdrio. Se o pellet de células ainda
nao estiver visivel apos a re-centrifugacdo do tubo, continue as etapas de processamento e documente
os detalhes na planilha de processamento.

Remova e descarte o sobrenadante do WDR cuidadosamente, sem afetar o pellet de células,
decantando-o rapidamente no recipiente de residuos liquidos designado no BSC. Métodos alternativos,
como remocgdo com pipeta soroldgica ou por aspiracdo, podem ser usados para pellets de células soltos
ou que contenham grandes quantidades de hemdcias.

15.3.Contagem de células PBMC

15.3.1.

15.3.2.

15.3.3.

15.3.4.

15.3.5.

Determine e registre o volume (V) de ressuspensdo de contagem de WDR com precisdo de 0,1 mL. V é
importante pois este é o volume no qual a contagem de células é baseado.

Observagdo: O volume de ressuspensdo da contagem (V) é 20% do volume de sangue total utilizavel
medido, arredondado para o mL inteiro mais proximo (registrado X.0) em quase todos os casos.
Exemplo: Volume de sangue total utilizavel medido registrado como 78,6 mL. O volume de
ressuspensao da contagem seria de 16,0 mL (78,6 x 20% = 15,72. 15,72 arredondado para o nimero
inteiro mais proximo 16,0 mL)

Exemplos de cendrios onde V pode ser modificado:

e OV calculado excede ligeiramente a capacidade do tubo cénico. UWBV medido e registrado
como 255,2 mL. 20% arredondado para o nimero inteiro mais préximo 51,0mL. Neste cendrio, V
pode ser reduzido para 45,0 mL para permitir uma mistura segura e subsequente centrifugagao
em um tubo conico de 50 mL.

e Os resultados da amostra do participante mostram faixas de células muito fracas e subsequentes
pellets de células significativamente pequenas. Nesse cendrio, o V pode ser reduzido para evitar
contagens de células fora da variacdo.

Se houver mais de um pellet no mesmo PTID/anticoagulante, use uma pequena quantidade de WDR
para suavemente ressuspender e combinar dos dois pellets em um sé tubo. Utilizando o volume de
ressuspensao remanescente, enxdgue os tubos com os quais as células foram transferidas. Adicione o
enxague ao tubo contendo a suspensao de células.

Misture suavemente as células, mas de modo completo, imediatamente antes de retirar amostras para
a contagem de células.

Transfira um volume pequeno de ressuspensdo para um tubo pequeno para a contagem. Siga as
orientac¢des do instrumento ou do POP de contagem para volumes apropriados.

Observacdo: Caso sejam necessarias contagens repetidas, minimize o volume de amostra necessario.

Siga o POP para o método de contagem de células aprovado no laboratdrio de processamento para
determinar a concentracdo de células x 10® por mL.

Observacgo: Células a 103/uL = células a 108/mL.

Observacdo: Contagens automadticas podem ser feitas apenas uma vez. Contagens manuais devem
realizar a contagem de, pelo menos, quatro quadrados grandes (1 mm?).
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15.3.6. Calcule o numero total de células utilizando a seguinte férmula:
T=CxV
T = Numero total de células
C = Concentrac3o (10%/mL) determinada no método de contagem
V =Volume de ressuspensdo de contagem de WDR em mL
15.3.7. Calcule a producdo de células em células/mL de sangue total utilizavel usando a férmula abaixo.
Producéo de células (10° células/mL) = T /Volume de sangue total utilizdvel

Observacdo: Calcule a producdo de células para fins de qualidade. Consulte a Se¢do 16 Controle de
qualidade para as variacGes de producdo de células esperadas e dicas de resolucdo de problemas.

15.4.Calculo do volume de ressuspensao final

15.4.1. Calcule o volume da ressuspensao de congelamento reduzido de CPS requerido realizando as etapas a
seguir para a concentragdo de células alvo final.

Observacdo: A concentragdo de células alvo final varia por rede e por protocolo. Consulte o protocolo
ou SPLI/LPC/LM especifico do protocolo para obter informacdes sobre a concentracdo de células
alvo final.

15.4.2. Calcule o volume da ressuspensdo de congelamento reduzido de CPS (V1) requerido utilizando a
concentracdo de células alvo final.

V1 =(T/N1)x V2
T = Numero total de células
N1 = Concentragao de células alvo final
V2 = Volume total de aliquota em mL
Arredonde V1 para baixo ao numero inteiro mais préximo (1,0) mL para determinar V.

15.4.3. Calcule o nimero real de células por tubo (N2) usando o volume real de CPS de congelamento reduzido
(Vf) determinado no célculo anterior.

N2 = (T/ Vy) x V2
N2= Numero real de células por tubo
T = Numero total de células

V2 = Volume final da aliquota em mL (1,0 mL, a menos que indicado de outra forma na
documentacéo especifica do protocolo).

15.5.Etiquetagem

15.5.1. Realize a impressdo, o controle de qualidade e a etiquetagem dos tubos criogénicos ANTES da
centrifugacao final.

Observacdo: E importante minimizar o tempo que as células permanecem em um pellet.
15.5.2. Gere etiquetas de criotubos usando o LDMS.
15.5.2.1. Siga a pratica de laboratério da rede para preencher os dados inseridos.

15.5.2.2. Confira cada etiqueta de tipo de tubo criogénico derivado quanto a erros de registro de dados
comparando a requisi¢cao do laboratério e a planilha de processamento ANTES de etiquetar o
tubo criogénico.

15.5.2.3. Inspecione visualmente o codigo de barras da etiqueta e da area de impressdo para verificar o
alinhamento e a qualidade da impressao.
15.5.2.4. Corrija quaisquer erros de entrada de dados no LDMS e reimprima as etiquetas
conforme necessario.
15.5.3. Apligue as etiquetas nos criotubos de modo que o conteudo do tubo fique visivel.
15.5.4. Digitalize os criotubos vazios e etiquetados em ordem sequencial GSID no mddulo de armazenamento
LDMS para garantir que o cddigo de barras seja digitalizavel; a verificagdo da capacidade de digitalizacdo
e a atribuicao de locais de armazenamento sao combinadas nesta etapa.
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Observacdo: E altamente recomendado o uso de racks Nunc para permitir a abertura/fechamento de
tubos com uma mao. As tampas dos criotubos ndo podem ser colocadas em nenhuma superficie.

15.6.Centrifugacdo final

Observacdo: Se as células forem congeladas como pellets de PBMC ndo vidveis (PEL) e como células viaveis,
remova o volume de PBMCs necessario para criar pellets de células ndo vidveis antes da etapa final de
centrifugacdo e conclua o processamento dos pellets de células ndo vidveis e siga as instrugbes especificas do
protocolo para pellets de PBMC ndo viaveis.

15.6.1.

15.6.2.

15.6.3.
15.6.4.

QS (aumente o volume da suspensdo de células) para 45 mL com WDR e coloque o(s) tubo(s) cénico(s)
contendo as células coletadas diluidas na centrifuga.

Centrifugue as células diluidas de 200 a 400 x g por 10 minutos de 15 a 25 °C (ou até 30 °C, dependendo
das condigdes climaticas) (freio opcional).

Verifique se todos os tubos criogénicos estdo etiquetados e facilmente acessiveis.

Selecione a unidade de congelamento de taxa controlada: StrataCooler®, Mr. Frosty™, CoolCell®.
Coloque as etiquetas nas unidades de congelamento adequadamente para permitir que a equipe do
laboratério determine o contetido. Certifique-se de que a unidade esteja na temperatura correta para
uso no momento do envase e facilmente acessivel antes da remocao dos pellets de células finais da
centrifuga. Consulte a Secgdo 7.5 para obter informacgdes sobre armazenamento e manutencao.

15.7.Separando aliquotas para criopreservagao

Observacdo: As etapas a seguir podem ser realizadas rapidamente para preservar a integridade das células.

15.7.1.

15.7.2.

Remova e descarte o sobrenadante do WDR cuidadosamente, sem afetar o pellet de células,
decantando-o rapidamente no recipiente de residuos liquidos designado no BSC. Métodos alternativos,
como remog¢do com pipeta soroldgica ou por aspiragao, podem ser usados para agregados soltos ou que
contenham grandes quantidades de hemdcias.

Realize a ressuspensdo do(s) pellet(s) utilizando o volume de CPS frio (Vf) determinado na Secdo 15.4.
Observacdo: O pré-resfriamento dos tubos e/ou o trabalho com gelo molhado sdo permitidos.

Observacdo para HVTN: O pré-resfriamento de criotubos e o trabalho em gelo molhado ndo sao
preferiveis e devem ser aprovados pelo Centro de Laboratério da HVTN antes do uso com amostras da
rede HVTN.

15.7.2.1. Com cuidado, ressuspenda o pellet de células agitando, sacudindo ou pipetando antes de

adicionar o CPS.

15.7.2.2. A HVTN recomenda ressuspender o pellet com o mesmo volume medido/monitorado de CPS

usado nas etapas anteriores para ressuspensao do pellet. Lembre-se de subtrair esse volume do
volume final total de CPS a ser adicionado se o volume final total de ressuspensado de CPS for
maior que o volume usado para ressuspender o pellet.

15.7.2.3. Com cuidado, mexendo e girando, adicione o CPS as células ressuspensas.

15.7.3.

15.7.4.

Trabalhe de forma rapida apds a adi¢ao do CPS. Nao deixe as células repousarem em solu¢do de
congelamento por mais de 10 minutos antes de coloca-las no freezer.

Misture a suspensao suavemente, mas rapidamente, com uma pipeta soroldgica antes de

fazer aliquotas. Mantenha a suspensao durante todo o processo de envase.

15.7.4.1. Aliquota de 1,0 mL por criotubo, a menos que seja determinado de outra forma pelo SPLI/LPC/LM

especifico do protocolo.

Observacdo: Distribua uniformemente qualquer excesso de volume entre todos os criotubos para
aquele PTID.

15.8.Congelamento controlado de um dia para o outro

15.8.1.

Apods o processamento e a contagem, conclua as etapas necessarias para congelar
as células imediatamente.
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15.8.2.

15.8.3.

15.8.4.

Posicione a unidade de congelamento de taxa controlada selecionada para transferéncias: Agilent
Technologies StrataCooler®, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell®. Consulte a Sec¢do 7.5 para
obter informacGes sobre armazenamento e manutencdo.

Transfira imediatamente todos os criotubos em ordem sequencial de identificagdo de amostras global
para a unidade de congelamento de taxa controlada.

Para todos os CRFUs, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® e Agilent Technologies StrataCooler®,
feche o recipiente e coloque-o em um freezer a -80°C (-65 a -95°C para ACTG, -70 a -95°C para HVTN e
HPTN), em um local que ndo seja afetado pelo acesso repetido ao freezer (ou seja, longe da parte
frontal ou superior do freezer, perto da porta/tampa de abertura). Ndo empilhe. E recomendado que
todos os CRFUs permanegam no freezer durante a noite.

Para CryoMed® ou outro freezer mecanico de taxa controlada, inicie o programa de resfriamento
conforme o POP local apropriado. (Observacdo para HVTN: Freezers de taxa controlada ndo sdo
permitidos para amostras da HVTN).

Registre a data/hora de congelamento imediatamente na planilha de PBMC. Insira a data/hora de
congelamento registrada na planilha no LDMS.

15.9.Documente todos os elementos-chave de acordo com os requisitos de rede e do laboratério.

16. Controle de qualidade
16.1.Producdo de células

E importante estar ciente da recuperacio esperada para a populagdo de participantes para a qual o
processamento esta sendo realizado. A producdo de células pode servir como marcador de controle de
qualidade interno para cada ciclo. Produgdes fora das variagOes esperadas podem indicar erros de
procedimento, deterioragcdo de reagentes, erro de contagem de células ou erro de calculos.

Observacdo: As recomendag0es oferecidas abaixo sdo para fornecer diretrizes para ajudar a identificar erros
técnicos graves antes da criopreservagao. Esses valores podem variar dependendo do anticoagulante utilizado.

16.1.1.

16.1.2.

Producdes de células esperadas para populagdes de adultos:

Populagao Faixa de producao de células
mononucleares (células/mL)
Adulto (0,8a3,2)x 108

Produgdes de células inesperadas

16.1.2.1. Se as producdes de células estiverem fora da faixa esperada, reveja os esquemas de dilui¢do, os

calculos, as técnicas de processamento (especialmente a mistura adequada de suspensdes de
contagem de células) e a histdria de PTID, se estiver disponivel, para encontrar possiveis causas.

16.1.2.2. Produgdes de células de pacientes que vivem com HIV podem ser menores do que aquelas

mostradas nas tabelas acima.

16.1.2.3. Se houver suspeita de erros de diluicdo ou de contagem, faga uma diluicdo nova e reconte.

16.1.3.

Registre todos os resultados e qualquer problema que ocorra durante o processo e as agdes tomadas de
acordo com os requisitos da rede e do laboratério. Consulte a Se¢do 5 para obter detalhes.

Observacdo para HVTN e HPTN: Registre quaisquer problemas e a¢des na Planilha de processamento de
PBMC especifica do protocolo da HVTN, entradas para aliquotas no LDMS e na se¢ao de comentarios de
producdo de células do Programa Atlas HVTN PBMC, se apropriado. Entre em contato com o Centro de
Laboratério da HVTN caso tenha alguma duavida.

16.2.Viabilidade celular

16.2.1.
16.2.2.

A viabilidade de PBMC isoladas frescas deve ser de > 95%.
Se a viabilidade de PBMC frescas for < 95%, reveja os resultados com o supervisor e documente de
acordo com os requisitos da rede e do laboratério.

Observacdo: Se as amostras tiverem sido preparadas para o Programa de Testagem Proficiente para
Criopreservagao de PBMC, uma contagem de células vidveis é necessdria.
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17. Armazenamento de PBMC (temporario ou no local)
17.1.Realize a manutencgado da cadeia de frio durante todas as etapas de transferéncia para evitar danos as células.

Observacdo para HVTN: Envie em gelo seco para o repositdrio central de amostras dentro de 1 semana apds a
coleta, a menos que seja determinado de outra forma pelo SPLI especifico do protocolo da HVTN (a frequéncia
de envio é baseada na regido e depende dos requisitos do protocolo). Continuar para 17.2

Observacdo para HPTN: Siga as instrugGes fornecidas no Manual de Laboratério especifico do protocolo

Observacdo para ACTG: Envie em gelo seco em até 4 semanas da data do congelamento, a menos que indicado
de outra forma no LPC. Continuar para 17.2

17.2.Transfira as PBMCs para armazenamento tempordrio em um freezer a -80°C.

17.2.1. Transfira os criotubos do sistema de congelamento de taxa controlada para o local de armazenamento
designado a -65 a -95°C para ACTG, -70 a -95°C para HVTN e HPTN.

17.2.2. Transfira os criotubos apds um minimo de 4 horas para Nalgene® Mr. Frosty™ e Corning® CoolCell® e de
um dia para o outro para StrataCooler® (o armazenamento de um dia para o outro para todos os CRFUs
é recomendado como pratica padrdo para reduzir o risco as amostras). Para CryoMed®, transfira os
tubos criogénicos para o freezer a -80 °C apds o término do programa.

Observacdo: Requerido para HVTN e HPTN, recomendado para ACTG: O uso de uma bandeja de
transferéncia de gelo seco é permitido apenas para unidades de congelamento de taxa controlada;
refrigeradores altos pré-resfriados sdo necessarios para caixas de armazenamento/congelamento de
PBMC. Consulte as Diretrizes da cadeia de refrigeracdo entre redes (Secdo 7, Procedimentos de
transferéncia de amostras) para obter detalhes adicionais. Certifique-se de que a caixa do freezer de
criotubos e a tampa estao completamente cobertas em todas as suas laterais por gelo seco. Trabalhe de
forma rdpida e eficiente para minimizar a exposi¢ao do tubo criogénico a temperatura ambiente.

Observacdo: Nao armazene em nitrogénio liquido (LN>). Armazene entre -65 e -95°C para ACTG,
entre -70 e -95°C para HVTN e HPTN até o envio.

Observacdo: Pré-resfrie o recipiente de gelo seco e use um refrigerador pré-resfriado de laterais altas
durante as etapas de controle de qualidade e embalagem. Certifique-se de que o transportador de gelo
seco esteja completamente cheio de gelo seco antes da vedacgao.

17.2.3. Entre em contato com o pessoal do centro de laboratdrio da rede se as amostras ndo forem chegar ao
destino final dentro do tempo de armazenamento temporario estabelecido pela rede. O centro de
laboratério da rede determinara se a transferéncia para transportador de armazenamento em LN; e de
envio em LN, é apropriada.

17.3.Transfira as PBMCs para um dewar de LN; ou freezer mecanico a -150°C.

Observacéo para HVTN: Armazenamento em LN; ou uso de dewars de LN, ou freezers mecanicos a -150°C ndo
sdo permitidos para armazenamento de PBMC da HVTN, com raras exce¢des. Os laboratdrios ndo devem
transferir amostras de freezers de -80°C, a menos que sejam orientados de acordo com o LC da HVTN.

17.3.1. Dentro de 72 horas apds o congelamento dos criotubos no sistema de resfriamento de taxa controlada,
transfira-os em gelo seco para o local de armazenamento designado no dewar de LN; ou no sistema de
armazenamento a -150 °C.

17.3.2. Amostras de PBMC congeladas sdo vidveis em fase de vapor de LN, indefinidamente. NAO transfira
amostras do LN; ou -150°C de volta a freezers de -80°C, exceto se orientado pela rede ou pela equipe
do protocolo.

17.3.3. Uma vez que as amostras foram armazenadas em LN,, todas as transferéncias ou remessas devem ser
mantidas em LN, (< -140°C) e enviados em um transportador a seco de LN, aprovado pela IATA.

18. Preenchimento de documentos de processamento

18.1.Certifique-se de que todas as informagdes adequadas sejam documentadas, seguindo as boas praticas de
documentagao, de acordo com os requisitos da rede e do laboratério e de que todos os célculos estejam
corretos. Consulte a Secao 5 para obter detalhes.
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18.2.Guarde as requisicoes laboratoriais, planilhas de processamento PBMC e qualquer outro documento de rastreio
de acordo com a politica do laboratério.

19. Defini¢Oes e abreviagoes

Termo Definicdo

ACTG Avancando a terapia clinica globalmente

Temperatura 15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das condig¢des climaticas

da centrifuga

Coagulado, Mais de % de toda a massa sanguinea esta coagulada.

grosseiramente

Codgulo, pequeno Pequenos coagulos observados apds o processamento de PBMC no tubo de sangue total,
mas observado no tubo de separagdo com barreira porosa apds a centrifugacéo.

CPS Solugdo de criopreservagao

CSTFB Tubo de separac¢do de células com barreira porosa

DGM Meio de gradiente de densidade

FBS Soro fetal bovino

HBSS Solucdo salina balanceada de Hank

Hemdlise Uma coloragdo de rosada a vermelha no soro ou plasma devido a lise das hemacias.
Classifiqgue a hemdlise de acordo com a seguinte escala:
1+ Cor rosada-vermelha palida em soro ou plasma; pode-se ler claramente texto de jornal
colocado atras do tubo de sangue
2+ Cor rosada-vermelha em soro ou plasma; texto de jornal é legivel, mas ndo tanto
3+ Cor rosada-vermelha escura em soro ou plasma; texto de jornal aparece obscurecido.
4+ Cor vermelho mogno em soro ou plasma; nao se pode ler texto de jornal.
Observacdo: As hemacias lisadas ddo ao soro ou plasma uma coloragdo, mas
qualidade limpida onde a contaminac¢do de hemdcias da ao soro ou plasma uma
qualidade turva.

HI-FBS Soro fetal bovino inativado por calor

HPTN Rede de ensaios de preveng¢do do HIV

HVTN Rede de estudos de vacina contra o HIV

Ictérico Plasma com cor verde ou alaranjada sugerindo a presenca de bilirrubina aumentada.

LDMS Sistema de Gestdo de Dados Laboratoriais

LM Manual de Laboratério (HPTN)

LPC Grafico de Processamento de Laboratério (ACTG)

PBMC Células sanguineas periféricas mononucleares

PBS Fosfato tamponado salino

P Investigador(a) principal

PTID/PID Numero de identificacdo do participante

Qs Quantidade Suficiente — adicionar quantidade suficiente de liquido para completar
volume especificado.

Temperatura Ambiente 15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das condig¢des climaticas

(RT)

SPLI Instrugdes do laboratdrio de processamento de amostras

Volume de sangue total | O volume medido de sangue total que é realmente processado (o volume de sangue total

utilizavel (UWBYV) utilizavel pode nao ser igual a capacidade do tubo)

Armazenamento em fase | Armazenamento em nitrogénio liquido (LN2) em fase de vapor é o espago no

de vapor tanque de armazenamento que esta acima do LN; liquido da parte inferior do tanque.

WDR Reagente diluente de lavagem (HBSS, PBS)
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Anexos
21.1.Anexo A: Planilha de Processamento PBMC exigida pela HVTN

Observacdo: O Anexo A também é fornecido em formato editdvel para download no site publico da HANC em
https://www.hanc.info/resources/sops-guidelines-resources/laboratory/cross-network-pbmc-processing-
sop.html

21.2.Anexo B: Exemplo de registro de alteragdes de isopropanol Nalgene® Mr. Frosty

21.3.Anexo C: Resolugdo de problemas: Recuperagao de PBMC na auséncia de uma banda de PBMC definida apds
centrifugacdo por gradiente de densidade

21.4.Anexo D: Agrupamento de camadas leucoplaquetarias para isolamento PBMC em meio de gradiente
de densidade

21.5.Anexo E: Guia rapido para POP de PBMC entre redes - CSTFB

21.6.Anexo F: Guia rapido para POP de PBMC entre redes - Método de overlay manual
21.7.Anexo G: Exemplos de reagentes

21.8.Anexo H: Historico de RevisGes
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Anexo A: Planilha de processamento de PBMC
Observacdo: Os campos desta planilha devem ser preenchidos a mao, com caneta.

Laboratdrio de processamento de amostras: Protocolo:
ID do participante (PTID/ PID): Numero da visita: Tipo de visita:
Data da coleta: Hora da coleta:
Hora de inicio Processado por (iniciais):
Data de inicio do processamento: de processamento:
Reagentes Fabricante Ndmero do lote Data de validade
DMSO
FBS

WDR: HBSS ou PBS
(circule uma opcgdo)

Tubo de separagao de células
(barreira porosa)

Meio de gradiente de densidade

Volume em mL (registrar como X.Y) Data de validade
CPS DMSO FBS
CPS 1 dia atil (< 18hrs)
Dados a serem capturados durante o processamento Amostra
ACD / HEP / EDT

Tipo de tubo de amostra (circule um ou registre “outro” tipo de tubo) Outro:

Condigdo sanguinea (circule uma ou mais; adicione comentarios no verso, conforme necessario)| SAT/ HEM / CLT

Volume de sangue total utilizdvel medido (com precisdo de 0,1 mL) mL

Indique 0 método de processamento (circule uma opgdo) CSTFB / overlay / underlay

Método de contagem: Nome do instrumento especifico ou contagem manual (registrar no
campo a direita)

Volume de ressuspensdo continua de HBSS (ou outro WDR) (V) (registrado como X.Y) mL
Concentragao média de contagem de células (C) x 108 células/mL
Numero total de células (T)=Cx V x 108 células

Calcule a produgédo de células/mL do sangue total

6
(Verificacdo de QC)= (T/Volume de sangue total util) X 10° células/mL

Calcule o vol. de ressuspensdo de CPS estimada (V1)=(T/15x10° células/mL)(1 mL) mL

Calcule o volume de ressuspensédo de CPS final (Vy), (V1 arredondado para BAIXO para o mais

. - L
proximo (X.0) mL inteiro) m

Calcule o numero real de células por frasco

6 7’
N2 = (T/V) x V2; (V2=1 mL). x 10° células/tubo

Impresso e conteddo/cddigo de barras da etiqueta de QC do LDMS (iniciais da(s) pessoa(s) que
realiza o QC)

Data e hora do congelamento (ddMMMaaaa /HH:MM) (Explique na se¢do de comentarios se
ndo estiver dentro de 4 horas do tempo de inicio do processamento)

Numero de tubos criogénicos congelados no momento
Observagdo: Deve ser igual ao volume de ressuspensdo de CPS final para aliquotas de 1 mL (V5).

Conclua as entradas restantes no LDMS incluindo a contagem de células total e tempo de
congelamento (iniciais)
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Anexo A: Planilha de processamento de PBMC Pdgina 2 de 2

Observacdo: Os campos desta planilha devem ser preenchidos a mao, com caneta.

Laboratdrio de processamento de amostras:

PTID/PID:

Transferéncia de tubos criogénicos para caixa de armazenamento em freezer

armazenamento atribuidos pelo LDMS

A pessoa que transferiu os tubos criogénicos para locais da caixa de

Data(ddMMMaaaa)/hora em que os tubos criogénicos foram transferidos da
unidade de congelamento de taxa controlada para a caixa de armazenamento.
(A amostra deve ser mantida a -80 °C durante a transferéncia)

Revisdo inicial (primaria) (iniciais/data)

Revisdo final (secundaria) (iniciais/data)

Contagens de Hemocitdémetro

Contagem total

Células viaveis

N3o viavel

Quadrado N21 (células/mm?)

Quadrado N22 (células/mm?)

Quadrado N23 (células/mm?)

Quadrado N24 (células/mm?)

Média de contagem de células por quadrado
(células/mm?)

Fator de diluicdo de PBMC (1:DF¥*)

Fator de hemacitémetro para células/mL

10*

10*

10*

Concentragdo da contagem de células (C) = (Média de
células/mm?)(DF)(10%); converter em 10° células/mL

N3o aplicavel

x 108 células/mL

N3o aplicavel

% viabilidade =
(Células viaveis 4 quadrados/células totais 4 quadrados) (100)

N3o aplicavel

N3o aplicavel

*QObservacdo: Fator de diluicdo (DF) = (células das partes + fluido de diluigdo das partes)/ células das partes

Contagem de células automatizada

(103/ul=108/mL) Contagem N2 1

Contagem de célula (C) como células x
108/mL

Fator de diluicdo de PBMC (1:DF**)

Concentragao de células = (C)(DF)

x 10° células/mL

% viabilidade (se aplicavel)

**Observagdo: Diluicdes para contadores automatizados sdo extremamente raras. Se estiver realizando contagens diretas,

insira 1 na caixa DF e preencha a coluna.

Comentarios, desvios de protocolo e informagdes adicionais ndo registrados em nenhuma outra parte desta planilha:
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Anexo B: Exemplo de registro de alterag¢des de isopropanol Nalgene® Mr. Frosty™

Observacéo: O isopropanol precisa ser trocado a cada quinto ciclo de gelo/degelo.

Troca de Troca de
Data de uso | isopropanol Iniciais Data de uso | isopropanol | Iniciais
(S/N) (S/N)
Revisado Data:

por:
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Anexo C: Resolugdo de problemas: Recuperagéo de PBMC na auséncia de uma banda de PBMC
definida apds centrifugagdo por gradiente de densidade

C.1. Antecedentes: Se algo deu errado durante a centrifugacdo de gradiente de densidade do sangue, o meio de
gradiente de densidade e a camada de plasma ndo vao se separar de forma limpa e a camada de PBMC podera
nao ser vista. Ndo entre em panico. As PBMC podem ser recuperadas parcialmente através de etapas adicionais.
C.2 Identifique o problema:

C.2.1 Remova os tubos da centrifuga e transfira-os para um rack.

C.2.2 Tente identificar por que ndo ha uma camada clara de PBMC. Algumas possiveis causas
estdo listadas abaixo:

e O tubo sofreu queda ou batida.
e O freio ficou ligado.

e Avelocidade da centrifuga estava alta demais. Verifique se a configuragdo de rpm estava correta
para o procedimento utilizado (CSTFB ou separagao de células manual por gradiente de
densidade) consultando a tabela de RCF/rpm para o rotor. Algumas centrifugas requerem que os
ajustes da centrifuga sejam feitos de acordo com o copo usado. Se os ajustes ndo estiverem
corretos, entdo a centrifuga pode ter calculado a velocidade errado.

e A centrifuga parou devido a descontinuidade no fornecimento de energia elétrica.

e A barreira porosa foi deslocada. (Isso frequentemente ocorre devido a velocidade de
centrifugacdo ser alta demais, mas ocasionalmente existe um tubo defeituoso no lote)

e A centrifuga estava desequilibrada.
e O doador possui contagens baixas de linfocitos, glébulos brancos ou hematdcritos.
C.3 Das causas acima, as primeiras cinco causas sao as mais faceis de corrigir. Se a causa for devido a uma
centrifuga desequilibrada, determine por que a centrifuga nao esta equilibrada. Verifique o seguinte:
C.3.1 Verifique se os tubos estdo equilibrados.
C.3.2 Verifique se os copos da centrifuga estdo equilibrados.
C.3.3 Verifique se os bragos e copos da centrifuga estdo lubrificados corretamente

Observacgdo: Sempre que houver duvidas sobre uma centrifuga, utilize outra.

C.4 Assumindo que o problema tenha sido corrigido, recentrifugue as amostras como segue:
C.4.1 Reagentes:
e Meio de gradiente de densidade
e Tubos cOnicos de centrifuga de 50 mL
e Pipetas
C.4.2 Método:

Observacdo: O meio de gradiente de densidade é toxico para as células, portanto, trabalhe de
forma eficiente

C.4.2.1 Adicione 15 mL de meio de gradiente de densidade a tubos estéreis de 50 mL (ndo CSTFB).

C.4.2.2 Permita que o meio de gradiente de densidade atinja a temperatura ambiente (15 a 25 °C
ou até 30 °C, dependendo das condig¢Ges climaticas) enquanto trabalha com a amostra.
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C.4.2.3 Para cada tubo misturado, etiquete tubos de 50 mL com o PTID do sujeito. Use uma pipeta
para remover lentamente o contelido da amostra misturada da separagdo ou CSTFB. (Geralmente, a
barreira do CSTFB estara deslocada.)

C.4.2.4 Transfira até 30 mL da amostra misturada para o tubo contendo o meio de gradiente
de densidade.

C.4.2.5 Repitaisso para todas as amostras misturadas.
C.4.2.6 Coloque os tubos na centrifuga, verificando se os tubos estdo equilibrados.

C.4.2.7 Centrifugue por 30 a 40 minutos a 400 x g com o freio desligado (OFF) em temperatura
ambiente (15 a 25 °C ou até 30 °C, dependendo das condig¢des climaticas).

C.4.2.8 Uma camada de PBMC devera agora estar visivel. (Frequentemente, algumas células terdo
se perdido, entdo a camada pode ser fina).

C.4.2.9 Transfira cuidadosamente a camada de PBMC para um tubo conico de centrifuga de 50 mL
etiquetado com o identificador PTID. Use um tubo novo para cada tubo de meio de gradiente
de densidade.

C.4.2.10 Tampe novamente o tubo de meio de gradiente de densidade.

C.4.2.11 Volte a Secdo 15 do protocolo principal.

Observacdo: Na Segao “Comentarios e desvios de protocolo” da Planilha de processamento de PBMC, registre
os detalhes do desvio do POP (ou seja, que etapas do “Anexo B” foram realizadas para recuperar a PBMC devido
a auséncia de uma faixa de PBMC definida apds a centrifugacdo do gradiente de densidade). Além disso, observe
guanto tempo levou a recentrifugacdo, de forma a fornecer uma estimativa de quanto tempo as células
estiveram em meio de gradiente de densidade.
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Anexo D: Agrupamento de camadas leucoplaquetdrias para isolamento PBMC em meio de
gradiente de densidade

Este procedimento pode ser utilizado ao isolar PBMCs de varios tubos de sangue da mesma combinagdo PTID-
anticoagulante. Este procedimento permite que se consolidem as camadas leucoplaquetarias para reduzir o uso de
reagentes e suprimentos, aumentar a recuperacdo e diminuir a contaminacao.

A camada leucoplaquetaria é a fragcdo de sangue total anticoagulado que contém glébulos brancos (WBCs) e
plaquetas, e ocorre apds a centrifugacgdo na interface entre as camadas de plasma e de hemacias. A maioria das
WBCs encontrada na camada leucoplaquetaria com apenas uma pequena fragdo (< 1 milhdo ao total) permanece
no pacote de hemadcias apds a coleta da camada leucoplaquetaria. A camada leucoplaquetdria é coletada com uma
pequena fragdo de plasma e hemdcias (aproximadamente 1,5 mL) e entdo é diluida antes do overlay em um meio
de gradiente para separacdo de linfdcitos.

Procedimento:

D1. Certifique-se de que as etapas das Se¢Ges 14.4.1 a 14.4.2

foram realizadas. P g—

D2. Centrifugue o sangue total de 200 a 400 x g por 10 minutos.

D3. Colete o plasma (e guarde conforme necessario - consulte a Se¢édo
14.3.4 a 14.3.7) de cada tubo de aproximadamente 5 mm da camada
leucoplaquetaria (que é bastante dbvia na maior parte dos casos, - Plasma
exceto se o paciente estiver gravemente neutropénico (55% do sangue total)
ou linfopénico).

D4. Determine a capacidade e numero de tubos conicos de centrifuga que Camada
serdo necessdrios para cada combinagdo PTID-anticoagulante. Ndo I*— leucoplaquetaria
agrupe amostras de PTIDs/anticoagulantes diferentes. Em geral: leucdcitos e plaquetas
e Camadas leucoplaquetdrias de dois tubos de coleta de sangue de Eritrdcitos

10 mL podem ser combinadas em um tubo cénico de centrifuga (45% do sangue total)
de 15 mL.
e Camadas leucoplaquetdrias de tubos de coleta de sangue de até
10 mL podem ser combinadas em um tubo conico de centrifuga de 50 mL.
D5. Etiquete cada tubo conico de centrifuga com o PTID.
D6. Adicione WDR a cada tubo cénico de centrifuga estéril.
Capacidade do tubo conico de centrifuga (mL) Volume WDR (mL)
15 3
50 10-15

D7. Posicione o tubo de plasma depletado (que agora contém uma quantidade pequena de residuo
de plasma e células aglutinadas) a um dngulo aproximado de 30°.

D8. Utilize uma pipeta de didametro largo, de 2,5 mL, descartavel, de polipropileno para coletar a camada
leucoplaquetdria. Aspire a camada leucoplaquetdria abaixando a parte de baixo do tubo.

Retire lentamente o plasma seguido pela camada leucoplaquetdria, que “escorregara” pela camada
de hemadcias (aproximadamente 1,5 mL de aspirado). Transfira a camada leucoplaquetdria para o
tubo contendo WDR, enxaguando a pipeta 2 a 3 vezes com a suspensdo de WDR/células.

D9. Colete e junte as camadas leucoplaquetarias dos tubos remanescentes para aquela combinagdo
PTID- anticoagulante.

D10. Adicione WDR a suspensdo de WDR/células a QS de volume desejado para realizar a separagdo de células
por densidade de gradiente. Misture cuidadosamente o total de camada leucoplaquetaria de 3 a 4 vezes
com uma pipeta.

D11. Prossiga com a separagao de células por densidade de gradiente da etapa na Se¢do 14.5.

Para 14.5, “sangue diluido” significa “camada leucoplaquetaria diluida”.
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Anexo E: Exemplos de reagentes e suprimentos

Observacdo: Todos os reagentes precisam ser adquiridos estéreis e o uso de técnica de assepsia é requerido.

Reagente/suprimento

Exemplo(s)

Opcional/requerido

CSTFB seco

Tubos de separacdo Accuspin™
Tubos de separagdo Leucosep®

Opcional (Observagdo para
HVTN: Requerido)

Tubos de separacdo de células pré-
cheios de com barreira porosa
(CSTFB). Meio de gradiente de
densidade de 1,077

Sistema Accuspin™ com
Histopaque®-1077

Opcional (Observagdo para
HVTN: N3o permitido sem
aprovacdo da rede)

cultura de células

D2650, testado para endotoxinas,
testado para hibridoma
Ou produto equivalente

Meio de gradiente de densidade e Ficoll-Paque PLUS Opcional
de 1,077 e PREMIUM
e Lymphoprep™
e Meio de separagdo de
linfcitos — LSM™
Dimetilsulféxido (DMSO), para e Hybrimax, Sigma-Aldrich cat# Requerido

Soro fetal bovino (FBS)

ACTG e HPTN: Consulte as
informacdo sobre lotes atuais
validados pelo IQA.

HVTN (e certos protocolos entre
redes com a HVTN): FBS
aprovado pela HVTN é fornecido
aos laboratorios pela rede como
inativado por calor; fornecedor e
lote de FBS aprovado pela HVTN
ndo estao disponiveis para
compra fora da cadeia de
suprimento/processo da HVTN.

Tubos criogénicos

Nunc CryoTubes™, rosca interna,
tubos e tampa de polipropileno
(PP) #377267

Criotubos Greiner, rosca

interna, tampa de rosca

natural, polipropileno (PP),
fundo redondo, 4rea de

escrita, pé com design de
estrela, estéril #122263

Tubo criogénico Corning® de 2mlL,
de polipropileno, de rosca
interna, independente, de fundo
redondo #430488

Nunc preferido/rosca interna
necessaria para todas as redes.
Observagdo para HVTN:
Criotubos Nunc™ #377267 sao
necessarios para protocolos de
rede da HVTN. Quaisquer
substituicdes devem ser
aprovadas pela HVTN antes de
serem compradas

pelos laboratodrios.

Fisherband* #13-379
Caneta/marcador permanente de
laboratério Nalgene®
#6310/#6311

Etiquetas criogénicas e Cryo-Tags® e Cryo-Babies® Brady Opcional
B461 ou B490
e Etiquetas de freezer Shamrock.
Marcadores permanentes e Marcadores permanentes Opcional
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Anexo F: Guia rdpido para POP de PBMC - CSTFB
O uso de uma Planilha de processamento PBMC e do LDMS é requerido para todas as redes (consulte a Secdo 5 para

obter detalhes). Antes de utilizar este guia rapido pela primeira vez, certifique-se de ler o POP de PBMC completo para
obter observacoes e detalhes importantes, e para diretrizes especificas da rede.

Etapas

Use o POP
como
referéncia.

1.

Prepare e esfrie o CPS.

11.2

2.

Prepare amostras de sangue total, reagentes e suprimentos.

13.2

3.

Se aliquotas de plasma forem requeridas por instru¢do do protocolo:

a. Centrifugue o sangue total de 200 a 400 x g por 10 minutos.

b. Marque o volume total de sangue no menisco e transfira o plasma para um tubo cénico de
centrifuga de 15 ou 50 mL para continuar o processamento (800 a 1200 x g por 10 minutos,
freio opcional)

c. Adicione quantidade suficiente de WDR para trazer o sangue de volta ao seu volume original de
sangue total, misture suavemente e continue o processamento de PBMC.

13.3

Adicione 5 mL de WDR a cada CSTFB etiquetado e 25 mL de WDR a cada tubo de lavagem c6nico de
50 mL correspondente etiquetado. (Observagdo: Pode ser executado anteriormente como parte da
configuragdo [etapa 2]).
Transfira de 15 a 20 mL (12-22 permitido) de sangue para CSTFBs etiquetados.
a. Monitore cuidadosamente os volumes medidos. O registro mediu o UWBYV com

precisdao de 0,1 mL.
Adicione enxague de tubo WDR e WDR final ao CSTFB até 30 mL (WDR + Sangue total).

13.4

Centrifugue de 800 a 1000 x g por 15 minutos entre 15 e 30°C com o freio desligado
(OFF)/configurado para zero.

Inspecione os tubos quanto a possiveis problemas.

Colete cada camada leucoplaquetdria de CSTFB em um tubo de centrifuga cénico de 50 mL,
etiquetado individualmente e correspondente, pré-cheio com 25 mL de WDR.

13.5

10.
11.
12.
13.

Adicione WDR até QS para um volume total de 45 mL e misture suavemente.

Lavagem N° 1 — centrifugue de 200 a 400 x g por 10 minutos entre 15 e 30°C (freio opcional).
Verifique se ha pellets de células! Documente observagdes inesperadas.

Remova com cuidado o sobrenadante sem afetar o pellet de células.

151

14.

15.
16.
17.
18.
19.

Ressuspenda o pellet de células em pequena quantidade de WDR fazendo uma suspensédo de
células homogénea.

Combine até 4 suspensdes de pellets em um tubo conico de centrifuga de 50 mL.

Adicione enxague de tubo WDR e WDR final de 45 mL ao tubo de células.

Lavagem N° 2 — centrifugue de 200 a 400 x g por 10 minutos entre 15 e 30°C (freio opcional).
Verifique se ha pellets de células! Documente observagbes inesperadas.

Remova com cuidado o sobrenadante sem afetar o pellet de células.

15.2

20.
21.

22.
23.

Calcule o volume de WDR de ressuspensdo de contagem (V).

Combine pellets de células em um tubo usando volume de WDR de ressuspensdo. Esse é o volume
no qual a contagem de células é baseada.

Conte e calcule o nimero total de células.

Calcule a producdo de células em células/mL de sangue total utilizavel.

153

24.

Calcule o volume de ressuspensdo de CPS final. Verifique os calculos.

15.4

25.

Realize a impressdo, etiquetagem e QC de tubos criogénicos ANTES da centrifugacdo final.

15.5

26.

Centrifugue de 200 a 400 x g por 10 minutos entre 15 e 30°C (freio opcional).

15.6

27.
28.

Remova com cuidado o sobrenadante sem afetar o pellet de células.
Com cuidado, ressuspenda o pellet em CPS frio (V5) enquanto gira o tubo para obter distribuigdo por
igual. Separe cuidadosamente as aliquotas de CPS-células.

15.7
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Etapas

Use o POP
como
referéncia.

29. Imediatamente (< 10 minutos apods a adicdo do CPS a amostra) transfira todos os criotubos para a
unidade de congelamento de taxa controlada e coloque no freezer.

15.8

pela rede.

30. Apds o periodo de tempo apropriado, transfira os tubos criogénicos para o equipamento de 17
armazenamento local e envie dentro do periodo de tempo determinado pela rede.
31. Preencha e revise a Planilha de processamento de PBMC e entradas de dados conforme orientado 18.1
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Anexo G: Guia rdpido para POP de PBMC — Overlay Manual

O uso de uma Planilha de processamento PBMC e do LDMS é requerido para todas as redes (consulte a Secdo 5 para
obter detalhes). Antes de utilizar este guia rapido pela primeira vez, certifique-se de ler o POP de PBMC completo para
obter observacdes e detalhes importantes, e para diretrizes especificas da rede.

Use o POP
como
Etapas (Quantidades para volumes menores de amostras estdo em itdlico.) referéncia.
1. Prepare e esfrie o CPS. 11.2
2. Prepare amostras de sangue total, reagentes e suprimentos. 14.2
3. Se aliquotas de plasma forem requeridas por instrugdo do protocolo: 14.3

a. Centrifugue o sangue total de 200 a 400 x g por 10 minutos.

b. Marque o volume total de sangue no menisco e transfira o plasma para um tubo cénico
de centrifuga de 15 ou 50 mL para continuar o processamento (800 a 1200 x g por
10 minutos, freio opcional).

c. Adicione quantidade suficiente de WDR para trazer o sangue de volta ao seu volume
original de sangue total, misture suavemente e continue o processamento de PBMC.

4. Transfira o sangue total para um tubo conico de centrifuga estéril, de 50 mL (15 mL) e dilua 14.4
com WDR conforme necessario.

5. Com cuidado e lentamente, realize o overlay do sangue sobre o meio de gradiente de
densidade. (O método de underlay é uma alternativa aprovada, com excecdo dos protocolos
da HVTN.)

6. Centrifugue de 400 a 800 x g por 15-30 minutos com o freio desligado (OFF)/configurado 14.5
para zero.

7. Verifique cada tubo conico de centrifuga quanto a possiveis problemas.

8. Colete cada camada leucoplaquetdria em um tubo conico de centrifuga correspondente, de
50 mL (15 mL).

9. Adicione WDR até QS para um volume total de 45 mL (10 mL) e misture cuidadosamente. 15.1

10. Lavagem N° 1 — centrifugue de 200 a 400 x g por 10 minutos entre 15 e 30°C
(freio opcional).

11. Verifique se ha pellets de células!

12. Remova com cuidado o sobrenadante sem afetar o pellet de células.

13. Ressuspenda o pellet de células em pequena quantidade de WDR fazendo uma suspensao 15.2
de células homogénea.

14. Combine até 4 suspensdes de pellets em um tubo conico de centrifuga de 50 mL (2 em tubo
de 15 ml).

15. Adicione enxague de tubo WDR e WDR final de 45 mL (10 mL) ao tubo de células.

16. Lavagem N° 2 — centrifugue de 200 a 400 x g por 10 minutos entre 15 e 30°C
(freio opcional).

17. Verifique se ha pellets de células!

18. Remova com cuidado o sobrenadante sem afetar o pellet de células.

19. Calcule o volume de WDR de ressuspensdo de contagem (V). 15.3

20. Combine pellets de células em um tubo usando volume de WDR de ressuspensdo. Esse é o
volume no qual a contagem de células é baseada.

21. Conte e calcule o numero total de células.

22. Calcule a producdo de células em células/mL de sangue total utilizavel.

23. Calcule o volume de ressuspensao de CPS final. Verifique os célculos. 15.4
24. Realize a impressao, etiquetagem e QC de tubos criogénicos ANTES da centrifugagao final. 15.5
25. Centrifugue de 200 a 400 x g por 10 minutos entre 15 e 30°C (freio opcional). 15.6
26. Remova com cuidado o sobrenadante sem afetar o pellet de células. 15.7

27. Com cuidado, ressuspenda o pellet em CPS frio (V) enquanto gira o tubo para obter
distribuicdo por igual. Recomenda-se trabalhar em gelo molhado.
28. Separe cuidadosamente as aliquotas de CPS-células.
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Etapas (Quantidades para volumes menores de amostras estdo em itdlico.)

Use o POP
como
referéncia.

29. Imediatamente (< 10 minutos apods a adi¢do do CPS a amostra) transfira todos os criotubos 15.8
para a unidade de congelamento de taxa controlada e cologque no freezer.

30. Apds o periodo de tempo apropriado, transfira os tubos criogénicos para o equipamento de | 17
armazenamento local e envie dentro do periodo de tempo determinado pela rede.

31. Preencha e revise a Planilha de processamento de PBMC e entradas de dados conforme 18.1
orientado pela rede.

Anexo H: Historico de revisées da verséo 6.0 a 7.0

Versao
Data efetiva
(dd/mmm/aa) Secdo(0es) Revisdo
7.0 Todos Logotipo HANC revisado adicionado no cabecalho
19 de agosto Todos Referéncia a MTN removida
de 2024 Todos Referéncia ao IMPAACT removida
Todos Atualizacdo abrangente de todas as se¢Oes para alinhamento com
diretrizes, protocolos e praticas atuais.
Aprovagoes Autorizagdo MTN removida
Aprovagoes Autoriza¢do IMPAACT removida
Aprovagoes Kathryn Dougherty substituiu John Hural para autorizagdo da HVTN
8.1.5 Requisito para criotubos com rosca interna para armazenamento de PBMC
15.4 Método de envase alinhado entre ACTG, HPTN e HVTN
6.0 Aprovacgoes Grace Aldrovandi substituiu Bob Coombs para autorizagdo da ACTG. John
26 de abril Hural substituiu Constance Ducar para autorizacdo da HVTN. Edward Livant
de 2018 substituiu Charlene Dezzutti para autorizacdo da MTN.
8.1.4 Requisitos adicionais capturados no memorando de 7 de outubro de 2016
para laboratdrios ACTG e IMPAACT apenas. Requisitos extras relacionados
a criotubos também foram adicionados para todas as redes.
18.2.1 Diretrizes adicionais foram adicionadas para as temperaturas de ponto de
ajuste do freezer.
Anexo D Alterou “A maior parte das WBCs...” para “A maioria das WBCs...”
Anexo G InformacgGes adicionais foram adicionadas a se¢do Criotubo relacionadas ao
uso do microtubo SARSTEDT com tampa de rosca.
5.2 5.1.3 Alterado “O laboratério pode usar a Planilha de processamento de PBMC
22 de setembro HVTN, ou modifica-la para adequacdo aos procedimentos de laboratério”
de 2014 para “O laboratdrio pode usar a Planilha de processamento de PBMC da
HVTN, modificada para seguir os requisitos de rede correspondentes e
adequados aos procedimentos do laboratério”.
5.1 5.1.3 Grafico de diretrizes para controle do processamento de PBMC: Nimero
30 de julho total de células: “(opcional para a HVTN)” foi adicionado ao lado do N
de 2014 16.4.5 A observacdo foi omitida, uma vez que ndo ha nenhuma barreira porosa
nos tubos cénicos ao realizar overlay e underlay manuais
16.4.6 Referéncias sobre o método de overlay foi alterado para 16.4.6.1 e método
de underlay para 16.4.6.2
18.1 Diretrizes HPTN, IMPAACT e MTN para tempo de
armazenamento/transferéncia foram adicionadas.
14, 18.1, 18.3, Alterado “congelador mecénico de LN2 /-150°C” para “dewar de LN2 ou
18.3.1 congelador mecanico de -1500C"
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18.3 Linguagem simplificada para PBMCs armazenadas em dewar LN2 ou
congelador mecanico de -150°C e excluiu a estipulagdo “mais de 4
semanas”.
18.3.1-18.3.2 Diretriz para tempo de transferéncia exigido alterada de “no préoximo
dia util” para “Dentro de 72 horas”
18.3.1 Alterado “LN2/-150°C” para “LN2 ou -150°C”
22,24.2 Opc¢do RPMI foi excluida
Anexo E, F Referéncia de POP Etapa 1 alterada de “11.3” para “11.2”
Anexo E Referéncia de POP Etapa 31 alterada de “18 ou 19” para “18”
Anexo E Referéncia de POP Etapa 32 alterada de “19.2” para “19.1”
Anexo E Declaragdo de Etapa 32 alterada para “Preencher a planilha de
processamento de PBMC conforme indicado pela rede.”
Anexo F Etapas 9-12: alterado “16.1” para “17.1”
Anexo F Etapas 13-18: alterado “16.2” para “17.2”
Anexo F Etapas 19-22: alterado “16.3” para “17.3”
Anexo F Referéncia de POP Etapa 30 alterada de “18 ou 19” para “18”
Anexo F Referéncia de POP Etapa 31 alterada de “19.2” para “19.1”
Anexo F Declaragdo de Etapa 31 alterada para “Preencher a planilha de
processamento de PBMC conforme indicado pela rede.”
5.0 Aprovacoes Grace Aldrovandi substituiu Susan Fiscus para autorizagao IMPAACT
1 de maio 5.1.3 Gréfico de diretrizes para controle do processamento de PBMC: Instrugdes:
de 2014 “L = Controle no LDMS é requerido pelo LDMS” foi alterado para

“L = Campo obrigatério no LDMS para amostras de rede”

5.1.3 Diretrizes para controle da tabela de processamento de PBMC-: “Numero
de amostra no LDMS” foi alterado para “ID global de amostras no LDMS”

5.1.3 Células preenchidas em cinza para indicar que a informagdo nao é
necessaria foram alteradas para preto.

7.1.8 HPTN e MTN adicionadas

10.2 Alternativa para o uso de RMPI como substituto foi excluida

14 AlteragGes de formatacdo

18e 19 Instru¢des combinadas de armazenamento temporario e no local,

Secdo 18.

19 O idioma de preenchimento dos documentos de processamento repetido
na Secdo 18 e 19 foi separado tem sua proépria se¢ao.

Anexo H Foram excluidas outras alteragbes do histérico de versdes, mantendo

apenas as alteragdes da versdo atual apropriadas para este documento.
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	1. Objetivo
	1.1. Este Procedimento Operacional Padrão (POP) descreve procedimentos para o isolamento e a criopreservação de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) a partir de sangue total.
	2. Escopo
	2.1. Este procedimento deve ser utilizado para o processamento de amostras de sangue para o isolamento, a criopreservação e o armazenamento de amostras de PBMC.
	2.2. Instruções específicas do protocolo da rede substituem aquelas encontradas neste POP.
	3. Antecedentes
	3.1. PBMCs recém-coletadas ou criopreservadas são usadas para a avaliação de objetivos do estudo. Esses ensaios exigem que as PBMCs tenham sido isoladas e criopreservadas sob condições estritamente definidas que garantem recuperação, viabilidade e fun...
	4. Autoridade e responsabilidade
	4.1. Os diretores/IPs do centro laboratorial da rede (ou designados) têm autoridade para estabelecer, revisar e atualizar este procedimento.
	4.2. O escritório da Coordenação de Redes do HIV/AIDS (HANC) é responsável por manter e controlar a documentação relacionada ao POP.
	4.3. O Diretor do Laboratório de Processamento é responsável pela implementação deste POP da HANC e por garantir que todo o pessoal adequado seja treinado.
	4.4. Todo o pessoal do centro e do laboratório envolvido na coleta, no processamento e/ou no manuseio de PBMCs é responsável por ler e compreender este POP antes de realizar os procedimentos descritos.
	4.5. O POP de PBMC atual da HANC deve ser usado conforme redigido por todos os laboratórios para a obtenção de PBMCs para protocolos da rede.
	5. Relatório de resultados
	5.1. A utilização da Planilha de Processamento de PBMC e do Sistema de Gestão de Dados Laboratoriais (LDMS) é exigida para todas as redes para o monitoramento de detalhes importantes de processamento, incluindo o momento do processamento, os cálculos ...
	5.2. A utilização de uma Planilha de Processamento de PBMC específica do protocolo em sua totalidade é exigida, a menos que seja especificado de outra forma no protocolo Instruções do Laboratório de Processamento de Amostras (SPLI), Gráfico de Process...
	5.3. A utilização do LDMS é exigida para capturar informações do participantes e de processamento, gerar identificadores únicos, criar etiquetas para tubos criogênicos, capturar os locais de armazenamento e gerar manifestos de envio.
	5.4. Os principais elementos exigidos para monitorar o processamento de PBMC incluem:
	6. Amostra
	6.1. Sangue total anticoagulado fresco coletado de acordo com os requisitos do protocolo.
	6.2. Condições de manuseio
	6.2.1. As amostras devem ser armazenadas em temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) do momento da coleta até a entrega ao laboratório de processamento.
	6.2.2. As amostras devem ser entregues ao laboratório de processamento o mais rápido possível (as boas práticas seriam de 30 minutos a 4 horas após a coleta) para permitir que o laboratório de processamento tenha tempo suficiente para concluir os proc...
	6.2.3. As amostras devem ser processadas pelo laboratório de processamento o mais rápido possível após o recebimento (as boas práticas seriam iniciar o processamento dentro de 30 minutos após o recebimento da amostra):
	6.2.4. Não refrigerar ou congelar sangue total. Não colocar o sangue em contato direto com embalagens frias caso as esteja usando durante condições de calor extremo.
	6.3. Amostras marginais
	6.3.1. Amostras coaguladas
	6.3.1.1. Todo sangue deve ser processado independentemente de estar ou não coagulado, a menos que o contrário seja indicado no protocolo.
	6.3.1.2. Remover coágulos e processar normalmente.
	6.3.1.3. Marque a condição como CLT na planilha e no LDMS. Inclua detalhes na seção de comentários da planilha de processamento.
	6.3.2. Amostras hemolizadas
	6.3.2.1. A hemólise pode afetar a qualidade das PBMCs.
	6.3.2.2. Processar normalmente.
	6.3.2.3. Marque a condição como HEM na planilha e no LDMS. Inclua detalhes na seção de comentários da planilha de processamento.
	6.3.3. Baixa produção de células
	6.3.3.1. Se a produção de células não for suficiente para atender às necessidades do protocolo, entre em contato com a clínica para uma possível substituição da amostra. Se a produção de células for ≤ 0,4 x 106 células/mL, entre em contato com a clíni...
	6.3.3.2. Registre as etapas realizadas para resolução de problemas ou verificação de dados na seção de comentários da planilha de processamento.
	6.4. Amostras não aceitáveis
	6.4.1. Amostras sem etiquetas ou etiquetadas de forma incorreta serão rejeitadas.
	6.4.2. Siga a diretriz da rede para a rejeição de amostras atrasadas.
	6.4.3. Vazamento de amostras: Notifique a clínica caso alguma das amostras esteja vazando e determine se as amostras são ou não utilizáveis. A esterilidade da amostra e a segurança do pessoal do laboratório que está manuseando as amostras são de extre...
	7. Equipamentos
	7.1. Preparação e processamento
	7.1.1. Gabinete de biossegurança Classe II (BSC) de nível 2 ou superior
	7.1.2. Centrífuga, de baixa rotação (capacidade de 200 a 1000 x g), com rotor basculante, preferencialmente refrigerado, temperatura ambiente aceitável. São necessários copos com tampas.
	7.1.3. Micropipetas, variação 20, 200, 1000µL
	7.1.4. Pipetador portátil Pipet-Aid (de preferência sem fio) para uso com pipetas sorológicas descartáveis
	7.1.5. Geladeira a 2  C a 8  C
	7.1.6. Freezer a -20 C (ou inferior) sem descongelamento automático (para armazenamento de FBS)
	7.1.7. Freezer a -80  C (-65  C a -95  C para ACTG, -70  C a -95  C para HVTN e HPTN); para armazenamento de PBMC de curto prazo.
	7.1.8. Banho-maria 37  C a 56  C (para inativação por calor de FBS, se necessário) (Observação para HVTN: Não exigido para protocolos da HVTN; FBS aprovado pela HVTN é fornecido aos laboratórios pela rede como inativados por calor).
	7.1.9. Copo ou proveta para alvejante ou outro desinfetante
	7.1.10. Racks adequados para comportar tubos de coleta de sangue, de 15 mL, e tubos cônicos de 50 mL na vertical durante as etapas de processamento e transporte
	7.1.11. Rack para tubos criogênicos para permitir a abertura/fechamento com uma mão dos tubos criogênicos durante as etapas de alíquota (é preferível a utilização de racks específicos Nunc)
	7.2. Equipamentos exigidos pelo LDMS. (Consulte o site do LDMS e requisitos específicos da rede para obter detalhes).
	7.2.1. Especificações de reunião de computador definidas pela Frontier Science para o Web LDMS
	7.2.2. Impressora para etiquetas geradas pelo LDMS
	7.2.3. Leitor de código de barras 2D
	7.2.4. Etiquetas compatíveis com LN2 e área de impressão de 1x1 pol.
	7.2.5. Faixa de impressão compatível com LN2, específica para a impressora, resistente à abrasão e substâncias químicas
	7.3. Equipamentos de nitrogênio líquido (LN2) (se exigido pela rede)
	7.3.1. Tanque de armazenamento de LN2 (≤ -140  C)
	7.3.2. Transportador a seco (dry shipper) de LN2 aprovado pela IATA
	7.4. Contagem de células:
	Observação: Os métodos de contagem podem precisar de aprovação da rede. Siga os procedimentos de calibração aplicáveis do fabricante se estiver usando um contador de células automatizado.
	7.4.1. Contador de células automatizado capaz de enumerar células viáveis (Beckman-Coulter Vi-Cell, Muse® ou equivalente). A HVTN geralmente não aprova essa classe de contadores de células para amostras frescas.
	7.4.2. Contador de células automatizado não capaz de distinguir células viáveis (Coulter Counter,  Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® ou equivalente).
	7.4.3. Câmara de contagem manual de células (hemacitômetro) e microscópio de campo de luz.
	7.5. Criopreservação
	7.5.1. Módulo de criopreservação StrataCooler® da Agilent Technologies – 400005
	7.5.1.1. StrataCooler® deve estar entre 2  C e 8  C antes de iniciar o resfriamento dos tubos criogênicos. Não posicione os tubos criogênicos em um StrataCooler® que esteja abaixo da temperatura inicial de 2  C.
	7.5.2. CoolCell® da Corning® (antiga BioCision®)
	7.5.2.1. Certifique-se de que todas as peças do CoolCell®, incluindo o anel central, voltem à temperatura ambiente (15  C a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) entre os intervalos de utilização.
	7.5.3. Nalgene® Mr. Frosty™, contêiner de criocongelamento 1  C/minuto
	7.5.3.1. Mr. Frosty™ deve ser armazenado em temperatura ambiente (15  C a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) entre os intervalos de utilização.
	7.5.3.2. O nível de isopropanol deve ser corrigido, e o isopropanol deve ser completamente substituído após o quinto ciclo de gelo-degelo. Um registro deve ser usado para controlar os ciclos de gelo/degelo e as trocas de reagentes. Consulte o Anexo B.
	7.5.4. Freezer de taxa controlada, como a Câmara de Congelamento CryoMed® (Gordinier). (Observação para HVTN: Freezers de taxa controlada não são permitidos para amostras da HVTN.)
	8. Descartáveis
	8.1. Materiais plásticos
	8.1.1. Pipetas sorológicas, descartável, 1, 5, 10, 25, 50 mL, estéreis
	8.1.2. Pontas de micropipeta, 20, 100, 200, 1000 µL, estéreis
	8.1.3. Tubos descartáveis para centrífugas de 15 e 50 mL , estéreis, de fundo cônico, graduados, de polipropileno.
	8.1.4. Tubo de separação de células de 50 mL com barreira porosa (CSTFB), seco (não comprado como pré-preenchido com mídia de separação de células).
	8.1.4.1. Exigido para processamento da HVTN. Consulte LPC/SPLI/LM para requisitos específicos do protocolo para todas as redes.
	8.1.5. Tubos criogênicos (criotubos) com roscas internas, de 1,8 a 2 mL, tampa rosqueada com anel, estéril, somente de polipropileno, independente, graduado, à prova de vazamento, formulado para preservação de LN2 em fase de vapor (aproximadamente - 1...
	8.1.6. Opcional: Garrafas/frascos estéreis, descartáveis, de gargalo com 45 mm, 250 a 500 mL para guardar grandes volumes de coleta de sangue total antes da separação de PBMC.
	8.1.7. Opcional: Pipetas de transferência estéreis de 5 mL, individualmente embaladas em plástico
	8.1.8. Opcional: Tubos de separação de células pré-cheios de 50mL com barreira porosa (CSTFB).
	8.2. Marcadores
	8.3. Etiquetas
	9. Equipamento de proteção individual
	9.1. Jaleco ou avental de laboratório
	9.2. Proteção ocular
	9.3. Luvas de nitrilo sem pó ou equivalente
	9.4. Luvas criogênicas
	9.5. Protetores faciais (com proteção para o queixo, se preferido ou exigido pelos regulamentos locais de biossegurança), necessários ao trabalhar com LN2.
	10. Reagentes
	10.1. A compra de reagentes estéreis e o uso de técnicas de assepsia são necessários.
	10.1.1. Armazene os frascos abertos na temperatura recomendada pelo fabricante até que sejam totalmente consumidos, até que seja instruído a descartá-los abaixo ou até a data de validade do fabricante, o que ocorrer primeiro.
	10.1.2. Consulte o Anexo E para uma lista de produtos recomendados.
	10.1.3. Descarte caso sinais visíveis de contaminação apareçam, como aparência turva.
	10.2. Reagentes diluentes de lavagem (WDR)
	10.2.1. 1X Solução salina balanceada de Hank (HBSS) sem cálcio ou magnésio, pronta para uso.
	10.2.2. 1X Fosfato tamponado salino (PBS) sem cálcio ou magnésio, pronta para uso.
	10.3. Volume de meio de gradiente de densidade (1,077 g/mL)
	10.3.1. Meio estéril pronto para uso para isolamento de alta produção de linfócitos humanos do sangue periférico
	10.3.2. Consulte o Anexo E para uma lista de produtos recomendados
	10.4. Tubo de separação de células com barreira porosa (CSTFB, se utilizado). Exigido para HVTN a menos que haja alternativa anotada em SPLI/LPC/LM específico do protocolo.
	10.4.1. Sistema de CSTFB não preenchido (combinação de um CSTFB seco com um meio de gradiente de densidade 1,077)
	10.4.1.1. Leve o meio de gradiente de densidade (DGM) à temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas). Proteja da luz.
	10.4.1.2. Trabalhe no BSC seguindo técnica asséptica
	10.4.1.3. Registre informações relacionadas ao CSTFB e DGM diretamente da embalagem ou frasco usado na planilha de PBMC. Os CSTFBs preparados com antecedência devem ter etiquetas incluindo todas as informações necessárias, data de preparação e iniciai...
	10.4.1.4. Prepare os tubos pipetando o volume de DGM apropriado para o tamanho do tubo CSTFB que está sendo usado (conforme observado abaixo).
	10.4.1.5. Tampe os CSTFBs com DGM adicionado e centrifugue a 800 x g por 30 segundos (ou ajuste de tempo mais baixo acima de 30 segundos) em temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas).
	10.4.1.6. O DGM agora deve estar abaixo da barreira porosa. Inspecione os tubos para verificar se há vazios ou bolhas grandes entre a camada de DGM e a barreira porosa ou se há DGM restante acima da barreira.
	10.4.1.7. Se houver vazios ou bolhas grandes abaixo da barreira, adicione mais meio, centrifugue o CSTFB novamente a 800-1000 x g por 30 segundos a 1 minuto (selecione a configuração de centrífuga mais baixa) e inspecione novamente.
	10.4.1.8. Se houver líquido (DGM) acima da barreira, centrifugue o CSTFB novamente a 800-1000 x g por 30 segundos a 1 minuto (selecione a configuração de centrífuga mais baixa). Se qualquer solução de gradiente de densidade permanecer acima da barreir...
	10.4.1.9. Siga as recomendações de armazenamento do fabricante do meio de gradiente de densidade.
	10.4.2. CSTFB pré-preenchido (meio de gradiente de densidade 1,077)
	10.5. Reagentes de congelamento
	10.5.1. Soro fetal bovino (FBS), de preferência inativado por calor. (Consulte a Seção 11.1 FBS inativado por calor para obter detalhes de manuseio e gerenciamento).
	10.5.1.1. Verifique com as redes aplicáveis para saber quem são os fornecedores de preferência.
	10.5.1.2. Obtenha um certificado de análises do fornecedor para registro de controle de qualidade do laboratório.
	Observação: Uma cópia do certificado de análises do FBS pode ser exigida para exportar (ou importar) alíquotas de PBMC entre países.
	10.5.1.3. FBS armazenado congelado (≤ -20  C/de acordo com as recomendações do fabricante) estará bom até a data de validade do fabricante.
	10.5.1.4. FBS descongelado e armazenado entre 2 e 8  C é estável por um mês corrido.
	10.5.2. Dimetilsulfóxido (DMSO), para cultura de células
	10.5.2.1. Use DMSO do tipo para cultura de células.
	10.5.2.2. Armazene frascos não abertos a temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas). Verifique a data de validade de cada frasco e descarte se estiver fora do prazo.
	10.5.2.3. Uma vez aberto, o DMSO não diluído, quando protegido da luz e da umidade, é estável à temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) por 6 meses (ou até a data de validade do fabricante, se essa data for ...
	10.5.2.4. Utilize uma técnica de assepsia ao remover o DMSO do frasco para evitar possível contaminação.
	10.5.2.5. Descarte o conteúdo do frasco aberto caso note sinais visíveis de contaminação.
	10.5.2.6. Os reagentes podem estar separados em alíquotas pequenas para ajudar a preservar a esterilidade. Etiquete as alíquotas com “DMSO”, nome do fabricante, número do lote, data de abertura/aliquotação, data de validade (seis meses a partir da abe...
	10.5.3. Desinfetante
	10.5.3.1. Etanol desinfetante a 70% v/v, frasco borrifador
	10.5.3.2. Alvejante a 10% v/v, copo ou proveta e frasco borrifador (deve ser produzido diariamente)
	10.5.3.3. Outros desinfetantes conforme especificação da política local do laboratório
	10.6. Reagentes de contagem de células
	10.6.1. Solução de azul de Tripan a 0,4%
	10.6.2. Opcional: Solução de violeta genciana a 0,05% pode ser utilizada para tingir os núcleos das células a fim de identificar células mononucleares, e contá-las usando um hemacitômetro. Se for necessária a viabilidade, uma segunda contagem usando a...
	11. Preparação de reagentes
	11.1. FBS inativado por calor (HI-FBS)
	Observação: HI-FBS pode ser pedido do fabricante, ou pode-se pedir FBS do fabricante e inativá-lo por calor no laboratório. Siga estas instruções para descongelar, para separar em alíquotas e para utilizar.
	Observação para HVTN: FBS aprovado pela HVTN é fornecido aos laboratórios pela rede como inativado por calor; fornecedor e lote de FBS aprovado pela HVTN geralmente não estão disponíveis para compra fora da cadeia de suprimento/processo da HVTN.
	11.1.1. Remova o FBS do freezer.
	11.1.2. Descongele na geladeira (2 a 8  C), de preferência, ou por algumas horas à temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas). Não permita que o FBS fique à temperatura ambiente por mais tempo que o necessário ...
	11.1.3. Mexa girando suavemente duas ou três vezes durante o período de descongelamento.
	11.1.4. Siga estas instruções adicionais se o FBS não tiver sido inativado pelo calor. Se o FBS tiver sido inativado por calor pelo fabricante, vá para 11.1.5.
	11.1.4.1. Coloque o FBS em banho-maria a 56  C (55 a 57  C). Monitore cuidadosamente a temperatura do banho-maria. Temperaturas mais altas podem degradar os componentes do FBS.
	Observação: O nível de água no banho-maria deve cobrir o nível do FBS no frasco, mas não deve tocar a tampa do frasco. Isso ajuda a assegurar o aquecimento homogêneo do FBS e evitar a contaminação.
	11.1.4.2. Quando a temperatura do banho-maria tiver chegado a 56  C (55 a 57  C), aqueça o FBS por 30 minutos, mexendo a cada 5 a 10 minutos. Aquecer por períodos mais longos pode degradar os componentes do FBS.
	Observação: Limpe o frasco com etanol 70% v/v antes de abrir.
	11.1.5. Misture o HI-FBS de forma cuidadosa, mas consistente, usando técnica de assepsia.
	11.1.6. Separe em alíquotas de tubos cônicos de centrífuga de 50 mL, estéreis, etiquetados, ou alíquotas de outros tamanhos adequadas à carga de trabalho planejada.
	Observação: As etiquetas devem identificar esses tubos como “HI-FBS” e devem incluir nome do fabricante, número de lote, data da alíquota, condições de armazenamento, data de validade original do fabricante e iniciais do técnico. O FBS é estável por 1...
	11.1.7. Refrigere (2 a 8  C) o número de tubos de alíquota necessários à carga de trabalho esperada. Misture bem antes de usar. Os tubos de alíquota que não forem necessários imediatamente podem ser colocados no freezer e estarão estáveis até a data d...
	Observação: Ciclos repetidos de gelo/degelo terão um efeito adverso na qualidade do FBS. Não recongele alíquotas que tiverem sido armazenadas a temperaturas de refrigerador.
	11.1.7.1. Para usar as alíquotas congeladas, descongele com antecedência na geladeira de um dia para o outro, de preferência, ou a temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) por várias horas. Não permita que o ...
	11.1.7.2. Uma vez descongelado, o FBS é estável por 1 mês entre 2 e 8  C, ou até a data de validade do frasco original, o que ocorrer primeiro. Lembre-se de atualizar a data de validade e as condições de armazenamento em alíquotas/frascos removidos do...
	11.2. Solução fresca de criopreservação (CPS)
	11.2.1. Componentes da CPS
	11.2.2. Preparação de CPS
	11.2.2.1. Use tubos de centrífuga cônicos esterilizados, etiquetados e descartáveis de 15 mL ou 50 mL para armazenar o CPS preparado.
	Observação: A mistura de DMSO e FBS é uma reação exotérmica.
	11.2.2.2. A CPS precisa ser preparada de antemão e resfriada no refrigerador (2 a 8  C) por, pelo menos, 30 minutos antes do uso, ou em banho de gelo por, pelo menos, 15 minutos antes do uso.
	Observação: A CPS pode ser armazenada de 2 e 8  C por 1 dia útil (< 18 horas).
	11.2.3. Utilize a fórmula abaixo para fazer uma estimativa do volume de CPS a ser preparado para ressuspensão de PBMC. Exemplos também são apresentados.
	Sangue total utilizável (mL) x Produção de células (células/mL) x Concentração de redução de congelamento (mL/células) = CPS estimada (mL)
	Arredonde para cima esse resultado para o mL inteiro mais próximo.
	Observação: O volume de sangue total utilizável (UWBV) é o volume de sangue total que será de fato processado. (O volume de sangue total utilizável pode não ser igual à capacidade do tubo.)
	Observação: Ao processar sangue coletado em tubos ACD, inclua a capacidade de coleta e o anticoagulante líquido ao considerar volumes máximos, medições e cálculos de produção de células.
	Observação: Os lotes de CPS devem ser feitos antes da obtenção do volume de sangue total utilizável medido. Para fazer isso, execute o cálculo acima usando o volume máximo esperado de sangue total (ou seja, capacidade do tubo de coleta incluindo antic...
	Exemplos: Sangue adulto — lote diário de CPS - várias visitas agendadas:
	Exemplo: Sangue de adulto - Coleta de sangue de volume grande. A concentração de congelamento alvo (mL/células) é (1,0 mL/15 x 106 células) ou 15 milhões de células congeladas em 1 mL (V2) de CPS. Lote de CPS criado após a medição do UWBV.
	Exemplo: Sangue adulto — 8 x 10,0 mL de coleta de sangue NaHep. A concentração de congelamento alvo (mL/células) é (1,0 mL/10 x 106 células) ou 10 milhões de células congeladas em 1 mL (V2) de CPS. Lote de CPS criado antes da medição do UWBV.
	11.2.4. Use a seguinte fórmula para calcular as quantidades de DMSO e de FBS necessárias.
	Exemplos:
	11.2.5. Registre os volumes de CPS, DMSO e FBS na planilha de PBMC. Ao criar lotes compartilhados, também é recomendável registrar a hora da criação e as iniciais da pessoa que criou o lote.
	12. Introdução e diretrizes relacionadas ao processamento de PBMC
	Estes são princípios padrão e etapas comuns a todos os procedimentos de processamento de PBMC. Existem variações dependendo da escolha de técnicas de separação (CSTFB pré-preenchida ou overlay manual), do tratamento do sangue (diluição com ou sem repo...
	13. Separação de células e diluição de sangue por tubo de separação de células com barreira porosa (CSTFB) com reposição de plasma
	13.1. Separação de linfócitos do sangue periférico usando tubos de separação CSTFB com meio de gradiente de densidade (DGM) adicionado em temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas).
	13.1.1. Realize toda pipetagem e mistura em um gabinete de biossegurança (BSC) Classe II, de nível 2 ou superior.
	13.1.2. Borrife etanol 70% v/v, ou desinfetante equivalente, sobre todas as superfícies, racks e frascos de reagentes sempre antes de entrar e iniciar o uso do BSC.
	13.1.3. A menos que indicado de outra forma, o procedimento é realizado à temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas).
	13.1.4. Utilize uma pipeta nova para cada número de identificação de participante (PTID) e para cada aditivo.
	13.2. Prepare amostras de sangue total, reagentes e suprimentos.
	13.2.1. Prepare e resfrie a CPS (consulte a Seção 11 Preparação de reagentes) antes do processamento ou com antecedência suficiente para misturar com PBMC, caso seja necessário CPS adicional.
	Observação: Os lotes de CPS devem ser preparados antes do início das etapas de processamento da amostra. Os volumes de lote devem ser monitorados e a criação de lotes adicionais, quando necessário, deve ser capturada em detalhes completos na planilha ...
	13.2.2. Prepare tubos CSTFB suficientes para gerenciar a quantidade máxima de sangue esperada.
	13.2.2.1. Para tubos CSTFB de 50 mL, planeje um volume máximo de 20 mL, ou um CSTFB para cada dois tubos de coleta de sangue de 8,5-10,0 mL. Dica: Divida o número total de tubos de coleta  de 8,5-10,0 mL a serem recebidos por 2. Se o resultado for uma...
	13.2.2.2. Exemplos:
	 A visita 1 tem 3 tubos de NaHep de 10,0 mL. Prepare 2 tubos CSTFB.
	 A visita 10 tem 10 tubos ACD de 8,5 mL. Prepare 5 tubos CSTFB
	13.2.3. Certifique-se de que os tubos CSTFB preparados contendo DGM estejam em temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) antes de iniciar as etapas de processamento.
	13.2.4. Inspecione visualmente os tubos CSTFB cheios para confirmar se não há bolhas grandes, se há lacunas entre o DGM e a barreira porosa e se não há DGM presente acima da barreira porosa antes de adicionar o WDR ou sangue aos tubos. (Consulte as in...
	13.2.5. Reúna o mesmo número de tubos de centrífuga de polipropileno graduados, de fundo cônico e estéreis de 50 mL que os CSTFB preparados (consulte a Seção 13.2.2) para uso. Esses tubos de “lavagem” serão usados para as células coletadas e as etapas...
	13.2.6. Se for necessária a reposição de plasma, reúna um tubo de centrífuga de polipropileno graduado, de fundo cônico e estéril, de 15 ou 50 mL, apropriado para o volume de plasma a ser coletado. Adicione etiqueta com PTID, anticoagulante e derivado.
	13.2.7. Se os tubos de amostra estiverem frios ao toque (devido a condições ambientais frias como o transporte em meses mais frios), deixe os tubos atingirem a temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) antes d...
	13.2.8. Verifique cuidadosamente o PTID em todos os tubos de sangue recebidos. Organize os tubos primários de forma que não haja possibilidade de misturar tubos entre PTID/PIDs ou anticoagulantes.
	Sugestão: Coloque todos os tubos para cada PTID/anticoagulante em um mesmo rack. Racks diferentes podem ser usados para separar PTIDs ou tipos de tubos, e uma cor diferente de marcador pode ser usada para cada PTID para evitar confusão.
	13.3. Reposição de plasma
	Observação: Execute esta etapa de reposição de plasma somente se forem necessárias alíquotas de plasma dos tubos de coleta de PBMC conforme o protocolo ou SPLI/LPC/LM; prossiga para a etapa 13.4 se alíquotas de plasma não forem necessárias.
	13.3.1. Os tubos de coleta de sangue do mesmo PTID e do mesmo anticoagulante devem ser processados individualmente (não reunidos em tubos cônicos de centrífuga de 50 mL), a menos que indicado de outra forma no SPLI/LPC/LM específico do protocolo.
	13.3.2. Marque o volume de sangue total em cada tubo de coleta no menisco.
	13.3.3. Centrifugue o sangue total de 200 a 400 x g por 10 minutos. Registre o horário de início do processamento na planilha de PBMC.
	13.3.4. Transfira o plasma para um tubo de centrífuga cônico etiquetado de 15 ou 50 mL para a segunda centrifugação e remova qualquer fragmento celular.
	13.3.5. Adicione uma quantidade suficiente de WDR para trazer o sangue de volta ao seu volume original de sangue total, misture suavemente e continue o processamento de PBMC na etapa 13.4.
	13.3.6. Complete o plasma processando por centrifugação o plasma coletado de 800 a 1200 x g por 10 minutos para obter alíquotas PL2, ou de acordo com o protocolo ou SPLI/LPC/LM. Isso pode ser feito em momento posterior, quando a centrífuga não estiver...
	13.3.7. Divida o plasma duplamente centrifugado em tubos de alíquota etiquetados conforme SPLI/LPC/LM específico do protocolo e descarte os fragmentos celulares restantes.
	13.4. Diluição de sangue para separação CSTFB
	Observação: A proporção máxima de sangue para WDR deveria ser de aproximadamente 2:1. Use um tubo de 50 mL para cada 12 a 20 mL de sangue total. Utilize quantos CSTFB forem necessários para distribuir todo o sangue para cada PID/PTID.
	Observação: O meio de gradiente de densidade é tóxico para as células; trabalhe de forma rápida e eficiente durante as etapas de separação.
	13.4.1. Coloque etiqueta em cada CSTFB e tubo de “lavagem” da centrífuga cônica estéril correspondente com o PTID (e anticoagulante, se apropriado)
	13.4.2. Utilize uma pipeta estéril, adicione WDR a cada CSTFB etiquetado e preparado:
	13.4.3. Usando uma pipeta sorológica estéril, adicione WDR a cada tubo de “lavagem” cônico estéril e  pré-etiquetado da centrífuga:
	13.4.4. Destampe os tubos de sangue anticoagulado. Se as etapas de reposição de plasma não foram necessárias/executadas, registre o horário da remoção da tampa como hora de início do processamento na planilha de PBMC.
	13.4.5. Se o sangue em um tubo de coleta estiver coagulado ou muito hemolisado, consulte a Seção 6.3.
	13.4.6. Use uma pipeta sorológica estéril para misturar o sangue total suavemente e depois transfira o sangue para os CSTFBs etiquetados.
	Observação: O sangue deve ser transferido usando uma pipeta sorológica de 10 mL, em quantidades medidas de 10,0 mL até que reste menos de 10,0 mL. Distribua o sangue pelos tubos CSTFB em incrementos fixos para garantir o rastreamento preciso dos volum...
	13.4.7. Transferência de meta de 15 a 20 mL de quantidade total de sangue para cada CSTFB etiquetado. (A variação expandida abaixo é permitida apenas em certas situações em que a variação pretendida não é possível). Não comece a encher um novo CSTFB d...
	13.4.8. Determine e registre uma medida precisa do volume de sangue total utilizável em medidas de 0,1 mL.
	Observação: O volume de sangue total utilizável não precisa ser igual ao tamanho do tubo.
	13.4.9. Utilizando uma pipeta estéril, enxágue cada tubo original de sangue anticoagulado com WDR, adicione volumes de enxágue ao CSTFB certificando-se de que não exceda o limite de volume total do tubo (WDR + Sangue total).
	13.4.10. Tampe cuidadosamente o CSTFB.
	13.5. Centrifugação de densidade e coleta de CSTFB
	13.5.1. Posicione os tubos verticalmente, coloque-os em um rack e transfira-os para a centrífuga.
	13.5.2. Centrifugue de 800 a 1000 x g por 15 minutos entre 15 e 25  C (ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) com o freio desligado (OFF)/configurado para zero.
	Observação: Se o freio estiver ligado, as camadas serão afetadas.
	13.5.3. Enquanto os tubos CSTFB estiverem girando, descarte todos os tubos de coleta esvaziados seguindo as práticas de laboratório, limpe a superfície do BSC e organize para as próximas etapas.
	13.5.4. Confirme se o número correto de tubos de centrífuga cônicos estéreis e etiquetados, pré-cheios com WDR (tubos de “lavagem”) estão prontos no BSC para as etapas de coleta/lavagem.
	13.5.5. Quando a centrífuga parar completamente, remova cuidadosamente cada CSTFB da centrífuga para não afetar as camadas. Use um rack para apoiar os tubos e transfira cuidadosamente para o BSC.
	13.5.6. Os resultados da centrifugação no conteúdo do tubo dividem-se em seis camadas distintas, incluindo a barreira. Da parte superior do tubo, são elas:
	13.5.7. Inspecione os tubos para verificar se há algum dos seguintes problemas possíveis. Documente as observações e qualquer ação de acompanhamento tomada de acordo com os requisitos da rede e do laboratório.
	13.5.8. Usando uma pipeta sorológica nova e estéril para cada PTID, remova reduzindo a fração amarelada de plasma-WDR até aproximadamente 1 a 2 cm da faixa branca turva de PBMC localizada na interface entre a fração plasma-WDR (amarelada) e a solução ...
	Observação: Alternativamente, a faixa branca turva de PBMC pode ser removida inserindo cuidadosamente a pipeta através da camada superior de plasma-WDR.
	13.5.9. Utilizando uma pipeta sorológica estéril, colete todas as células na interface branca turva acima da barreira porosa. Cuidado para não aspirar quantidade maior da solução de separação de meio do que o necessário.
	13.5.9.1. Transfira as células coletadas de um CSTFB para um tubo de “lavagem” cônico de centrífuga estéril individual correspondente, pré-etiquetado (preparado conforme indicado na Seção 13.4). Os tubos podem ser pré-cheios com WDR para ganhar tempo.
	13.5.10. Tampe novamente o CSTFB contendo as hemácias restantes e o meio de separação. Descarte o CSTFB como resíduo de risco biológico de acordo com a política do laboratório.
	13.6. Garanta que todos os elementos-chave sejam registrados de acordo com os requisitos da rede e do laboratório. Avance para a Seção 15.
	14. Separação de células por overlay ou underlay de meio de gradiente de densidade manual e diluição de sangue por separação de células de gradiente de densidade manual com reposição de plasma (plasmaférese)
	A Seção 14 pode ser usada por todas as redes; consulte os requisitos de protocolo e materiais disponíveis. Para qualquer amostra, use a Seção 13 ou a Seção 14, mas nunca as duas.
	Observação para HVTN: A HVTN não recomenda o uso do método de underlay. A pré-aprovação do método de underlay deve ser obtida do Centro de Laboratório da HVTN antes do uso para amostras de protocolo.
	14.1. Separação de linfócitos de sangue periférico usando o método de meio de gradiente de densidade de overlay
	14.1.1. Realize toda pipetagem e mistura em um gabinete de biossegurança (BSC) Classe II, de nível 2 ou superior.
	14.1.2. Borrife etanol 70% v/v sobre todas as superfícies, racks e frascos de reagentes sempre antes de entrar e iniciar o uso do BSC.
	14.1.3. A menos que indicado de outra forma, o procedimento é conduzido à temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas).
	14.1.4. Utilize uma pipeta nova para cada número de identificação de participante (PTID) e para cada aditivo.
	14.2. Prepare amostras de sangue total, reagentes e suprimentos
	14.2.1. Prepare e resfrie a CPS (consulte a Seção 11 Preparação de reagentes) antes do processamento ou com antecedência suficiente para misturar com PBMC, caso seja necessário CPS adicional.
	Observação: Os lotes de CPS devem ser preparados antes do início das etapas de processamento da amostra. Os volumes de lote devem ser monitorados e a criação de lotes adicionais, quando necessário, deve ser capturada em detalhes completos na planilha ...
	14.2.2. Permita que o meio de gradiente de densidade chegue à temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas). Consulte a Seção 10 Reagentes para obter mais informações.
	14.2.3. Reúna tubos de centrífuga de polipropileno graduados, estéreis e de fundo cônico, de 50 mL, suficientes para gerenciar todas as etapas de diluição, overlay/underlay e lavagem.
	14.2.4. Se for necessária a reposição de plasma, reúna um tubo de centrífuga de polipropileno graduado, de fundo cônico e estéril, de 15 ou 50 mL, apropriado para o volume de plasma a ser coletado. Adicione etiqueta com PTID, anticoagulante e derivado.
	14.2.5. Se os tubos de amostra estiverem frios ao toque (devido a condições ambientais frias como o transporte em meses mais frios), deixe os tubos atingirem a temperatura ambiente (15 a 25  C ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) antes d...
	14.2.6. Verifique cuidadosamente o PTID em todos os tubos de sangue recebidos. Organize os tubos primários de forma que não haja possibilidade de misturar tubos entre PTID ou anticoagulantes em uma coleta de PTID.
	Sugestão: Coloque todos os tubos para cada PTID/anticoagulante em um mesmo rack. Racks diferentes podem ser usados para separar PTIDs ou tipos de tubos, e uma cor diferente de marcador pode ser usada para cada PTID para evitar confusão.
	14.2.7. Determine e registre uma medição precisa do volume de sangue total utilizável de até 0,1 mL usando uma pipeta sorológica de 10 mL (ou outro método aprovado pela rede). Lembrando que o volume de sangue total utilizável não precisa ser igual ao ...
	Observação para HVTN: Não é permitido o uso de tubos de referência ou tubos cônicos para fins de medição.
	14.3. Reposição de plasma
	Observação: Execute esta etapa de reposição de plasma somente se forem necessárias alíquotas de plasma dos tubos de coleta de PBMC conforme o protocolo ou SPLI/LPC/LM; prossiga para a etapa 14.4 se alíquotas de plasma não forem necessárias.
	14.3.1. Tubos de coleta de sangue do mesmo PTID e com o mesmo anticoagulante podem ser processados individualmente ou em conjunto em tubos de centrífuga de 50 mL (agrupamento não permitido para HVTN).
	14.3.2. Marque o volume de sangue total em cada tubo de coleta no menisco.
	14.3.3. Centrifugue o sangue total de 200 a 400 x g por 10 minutos. Registre o horário de início do processamento na planilha de PBMC.
	14.3.4. Transfira o plasma para um tubo de centrífuga cônico etiquetado de 15 ou 50 mL para a segunda centrifugação e remova qualquer fragmento celular.
	14.3.5. Adicione uma quantidade suficiente de WDR para trazer o sangue de volta ao seu volume original de sangue total, misture suavemente e continue o processamento de PBMC na etapa 14.4.
	14.3.6. Complete o plasma processando por centrifugação o plasma coletado de 800 a 1200 x g por 10 minutos para obter alíquotas PL2, ou de acordo com o SPLI/LPC/LM específico do protocolo. Isso pode ser feito em momento posterior, quando a centrífuga ...
	14.3.7. Divida o plasma duplamente centrifugado em tubos de alíquota etiquetados conforme SPLI/LPC/LM específico do protocolo e descarte os fragmentos celulares restantes.
	14.4. Diluição de sangue para separação manual de células por gradiente de densidade
	14.4.1. Destampe os tubos de sangue anticoagulado. Se as etapas de reposição de plasma não foram necessárias/executadas, registre o horário da remoção da tampa como hora de início do processamento na planilha de PBMC.
	14.4.2. Se um tubo estiver muito coagulado ou muito hemolizado, consulte a Seção 6.3.
	Observação: O agrupamento de camadas leucoplaquetárias é permitido de acordo com as diretrizes contidas no Anexo D: Agrupamento de camadas leucoplaquetárias para isolamento PBMC em meio de gradiente de densidade. Para agrupar camadas leucoplaquetárias...
	14.4.3. Etiquete cada tubo cônico de centrífuga com o PTID e anticoagulante.
	14.4.4. Transfira o sangue para um tubo cônico de centrífuga estéril, etiquetado, de 15 ou 50 mL, e adicione volume suficiente de WDR para diluir o sangue de acordo com as instruções contidas na embalagem do meio de gradiente de densidade (a proporção...
	14.5. Para separação de células por gradiente de densidade:
	Observação: Use o método de overlay (Seção 14.5.1) ou o método de underlay (Seção 14.5.2), mas não ambos.
	14.5.1. Método de overlay:
	14.5.1.1. Prepare um tubo de centrífuga cônico estéril etiquetado para cada tubo contendo sangue diluído.
	14.5.1.2. Adicione o volume apropriado de meio de gradiente de densidade aos tubos de centrífuga cônicos estéreis vazios.
	Observação: O volume do meio de gradiente de densidade dependerá da proporção do meio de gradiente de densidade para sangue diluído recomendada pelo fabricante.
	14.5.1.3. Pipete de forma cuidadosa e lenta o sangue diluído sobre o meio de gradiente de densidade.
	Sugestão: Deixe a mistura de sangue diluído com WDR fluir suavemente pelo lado do tubo e se juntar sobre a superfície do meio de gradiente de densidade sem romper o plano da superfície.
	14.5.1.4. Tampe os tubos cuidadosamente. Avance para a Seção 14.6.
	14.5.2. Método de underlay:
	14.5.2.1. Misture de forma suave e total para reduzir aglutinações das células durante a separação.
	Opcional: Tanto para sangue total quanto para sangue-WDR, adicione outro volume de WDR igual ao volume de sangue total.
	14.5.2.2. Com base no volume de sangue diluído em WDR, determine o volume do meio de gradiente de densidade para cada tubo.
	Observação: O volume do meio de gradiente de densidade dependerá da proporção do meio de gradiente de densidade para sangue diluído recomendada pelo fabricante.
	14.5.2.3. Pipete de forma cuidadosa e lenta o meio de gradiente de densidade SOB o sangue-WDR.
	14.5.2.4. Tampe os tubos cuidadosamente. Avance para a Seção 14.6.
	14.6. Centrifugação de densidade e coleta de linfócitos:
	14.6.1. Posicione os tubos verticalmente, coloque-os em um rack e, com cuidado, transfira-os para a centrífuga.
	14.6.2. Centrifugue a 400 x g por 30 minutos entre 15 e 25  C (ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) com o freio desligado (OFF)/configurado para zero, ou conforme descrito nas instruções da embalagem que acompanha o meio de gradiente.
	Observação: Se o freio estiver ligado, as camadas serão afetadas. O freio da centrífuga precisa ser DESLIGADO para que a separação seja limpa e para maximizar a captação de PBMCs.
	14.6.3. Enquanto os tubos CSTFB estiverem girando, descarte todos os tubos de coleta esvaziados seguindo as práticas de laboratório, limpe a superfície do BSC e organize para as próximas etapas.
	14.6.4. Coloque etiqueta (com o PTID/anticoagulante) com o mesmo número e tamanho de tubos de centrífuga cônicos novos e estéreis que os usados na etapa de separação por centrifugação. Use esses novos tubos para as etapas de coleta e lavagem seguintes.
	14.6.5. Usando uma pipeta estéril, adicione WDR a cada tubo de “lavagem” cônico estéril e pré-etiquetado da centrífuga:
	14.6.6. Quando a centrífuga parar completamente, remova cuidadosamente cada tubo cônico da centrífuga para não afetar as camadas. Use um rack para apoiar os tubos e transfira cuidadosamente para o BSC.
	14.6.7. Se a camada de células não for visível, confirme se a centrífuga está operando corretamente. Corrija qualquer problema encontrado. Realize a centrifugação do tubo novamente. Documente o problema e qualquer ação tomada de acordo com os requisit...
	14.6.8. Documente hemólise ou pequenos coágulos visíveis na interface celular.
	Observação: Verifique a presença de hemólises, ou coágulos, após a centrifugação. Classifique as hemólises de +1 e +4, com base na descrição dada no glossário. Registre suas observações.
	14.6.9. Usando uma pipeta nova e estéril (pipeta para transferência ou sorológica) para cada PTID, remova reduzindo a fração amarelada de plasma-WDR até 1 a 2 cm da faixa branca turva de PBMC localizada na interface entre a fração plasma-WDR (amarelad...
	Observação: Alternativamente, a faixa branca turva de PBMC pode ser removida inserindo cuidadosamente a pipeta através da camada superior de plasma-WDR.
	14.6.10. Usando uma pipeta sorológica ou de transferência estéril, colete todas as células na interface branca turva. Cuidado para não aspirar quantidade maior da solução de separação de meio do que o necessário.
	14.6.11. Transfira as células coletadas do tubo cônico de centrífuga para uma tubo cônico de centrífuga estéril, pré-etiquetado único correspondente. Os tubos podem ser pré-cheios com WDR para ganhar tempo (Seção 14.6.5).
	14.6.12. Tampe novamente o tubo cônico de centrífuga contendo o restante das hemácias/meio de separação e descarte o tubo como resíduo de risco biológico de acordo com a política do laboratório.
	14.7. Garanta que todos os elementos-chave sejam registrados de acordo com os requisitos da rede e do laboratório. Avance para a Seção 15.
	15. Lavagem, contagem, ressuspensão, concentração e congelamento de taxa controlada de um dia para o outro
	15.1. Lavagem 1:
	15.1.1. QS (aumente o volume da fração de PBMC) para aproximadamente 45 mL (para tubos cônicos de centrífuga de 50 mL) ou 10 mL (para tubos cônicos de centrífuga de 15 mL) adicionando WDR. Misture com cuidado.
	15.1.2. Tampe novamente todos os tubos cônicos que agora contêm células coletadas diluídas em WDR.
	15.1.3. Centrifugue as células diluídas de 200 a 400 x g por 10 minutos de 15 a 25  C (ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) (freio baixo opcional).
	15.1.4. Remova os tubos da centrífuga e verifique quanto a presença de pellets de células.
	15.1.4.1. Se não houver pellets de células visíveis, confirme se a centrífuga está operando corretamente. Corrija qualquer problema encontrado. Realize a centrifugação dos tubos novamente. Documente o problema e qualquer ação tomada de acordo com os r...
	15.1.5. Remova e descarte o sobrenadante do WDR cuidadosamente, sem afetar o pellet de células, decantando-o rapidamente no recipiente de resíduos líquidos designado no BSC. Métodos alternativos, como remoção com pipeta sorológica ou por aspiração, po...
	15.2. Lavagem 2:
	15.2.1. Ressuspenda cada pellet em uma mistura de pouco volume de WDR, cuidadosamente, mas de forma completa, em uma suspensão homogênea de células.
	15.2.2. Combine as suspensões de pellet do mesmo PTID/anticoagulante. Este é o tubo de células coletadas.
	15.2.3. Utilize um pequeno volume de WDR para enxaguar os tubos dos quais os pellets foram transferidos. Colete o enxágue de WDR nos tubos de células coletadas.
	15.2.4. Adicione WDR à fração de PBMC para a QS e misture suavemente.
	15.2.5. Tampe novamente os tubos e coloque-os na centrífuga.
	15.2.6. Centrifugue as células diluídas de 200 a 400 x g por 10 minutos de 15 a 25  C (ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) (freio baixo opcional).
	15.2.7. Remova os tubos da centrífuga e verifique quanto a presença de pellets de células.
	Observação: Se não houver pellets de células visíveis, confirme se a centrífuga está operando corretamente. Corrija qualquer problema e centrifugue o tubo novamente. Documente o problema e qualquer ação tomada de acordo com os requisitos da rede e do ...
	15.2.8. Remova e descarte o sobrenadante do WDR cuidadosamente, sem afetar o pellet de células, decantando-o rapidamente no recipiente de resíduos líquidos designado no BSC. Métodos alternativos, como remoção com pipeta sorológica ou por aspiração, po...
	15.3. Contagem de células PBMC
	15.3.1. Determine e registre o volume (V) de ressuspensão de contagem de WDR com precisão de 0,1 mL. V é importante pois este é o volume no qual a contagem de células é baseado.
	Observação: O volume de ressuspensão da contagem (V) é 20% do volume de sangue total utilizável medido, arredondado para o mL inteiro mais próximo (registrado X.0) em quase todos os casos.
	Exemplo: Volume de sangue total utilizável medido registrado como 78,6 mL. O volume de ressuspensão da contagem seria de 16,0 mL (78,6 x 20% = 15,72. 15,72 arredondado para o número inteiro mais próximo 16,0 mL)
	Exemplos de cenários onde V pode ser modificado:
	 O V calculado excede ligeiramente a capacidade do tubo cônico. UWBV medido e registrado como 255,2 mL. 20% arredondado para o número inteiro mais próximo 51,0mL. Neste cenário, V pode ser reduzido para 45,0 mL para permitir uma mistura segura e subs...
	 Os resultados da amostra do participante mostram faixas de células muito fracas e subsequentes pellets de células significativamente pequenas. Nesse cenário, o V pode ser reduzido para evitar contagens de células fora da variação.
	15.3.2. Se houver mais de um pellet no mesmo PTID/anticoagulante, use uma pequena quantidade de WDR para suavemente ressuspender e combinar dos dois pellets em um só tubo. Utilizando o volume de ressuspensão remanescente, enxágue os tubos com os quais...
	15.3.3. Misture suavemente as células, mas de modo completo, imediatamente antes de retirar amostras para a contagem de células.
	15.3.4. Transfira um volume pequeno de ressuspensão para um tubo pequeno para a contagem. Siga as orientações do instrumento ou do POP de contagem para volumes apropriados.
	Observação: Caso sejam necessárias contagens repetidas, minimize o volume de amostra necessário.
	15.3.5. Siga o POP para o método de contagem de células aprovado no laboratório de processamento para determinar a concentração de células x 106 por mL.
	Observação: Células a 103/(L = células a 106/mL.
	Observação: Contagens automáticas podem ser feitas apenas uma vez. Contagens manuais devem realizar a contagem de, pelo menos, quatro quadrados grandes (1 mm2).
	15.3.6. Calcule o número total de células utilizando a seguinte fórmula:
	T = C x V
	T = Número total de células
	C = Concentração (106/mL) determinada no método de contagem
	V = Volume de ressuspensão de contagem de WDR em mL
	15.3.7. Calcule a produção de células em células/mL de sangue total utilizável usando a fórmula abaixo.
	Produção de células (106 células/mL) = T /Volume de sangue total utilizável
	Observação: Calcule a produção de células para fins de qualidade. Consulte a Seção 16 Controle de qualidade para as variações de produção de células esperadas e dicas de resolução de problemas.
	15.4. Cálculo do volume de ressuspensão final
	15.4.1. Calcule o volume da ressuspensão de congelamento reduzido de CPS requerido realizando as etapas a seguir para a concentração de células alvo final.
	Observação: A concentração de células alvo final varia por rede e por protocolo. Consulte o protocolo ou SPLI/LPC/LM específico do protocolo para obter informações sobre a concentração de células alvo final.
	15.4.2. Calcule o volume da ressuspensão de congelamento reduzido de CPS (V1) requerido utilizando a concentração de células alvo final.
	V1 = (T/N1) x V2
	T = Número total de células
	N1 = Concentração de células alvo final
	V2 = Volume total de alíquota em mL
	Arredonde V1 para baixo ao número inteiro mais próximo (1,0) mL para determinar Vf.
	15.4.3. Calcule o número real de células por tubo (N2) usando o volume real de CPS de congelamento reduzido (Vf ) determinado no cálculo anterior.
	N2 = (T/ Vf) x V2
	N2= Número real de células por tubo
	T = Número total de células
	V2 = Volume final da alíquota em mL (1,0 mL, a menos que indicado de outra forma na documentação específica do protocolo).
	15.5. Etiquetagem
	15.5.1. Realize a impressão, o controle de qualidade e a etiquetagem dos tubos criogênicos ANTES da centrifugação final.
	Observação: É importante minimizar o tempo que as células permanecem em um pellet.
	15.5.2. Gere etiquetas de criotubos usando o LDMS.
	15.5.2.1. Siga a prática de laboratório da rede para preencher os dados inseridos.
	15.5.2.2. Confira cada etiqueta de tipo de tubo criogênico derivado quanto a erros de registro de dados comparando à requisição do laboratório e a planilha de processamento ANTES de etiquetar o tubo criogênico.
	15.5.2.3. Inspecione visualmente o código de barras da etiqueta e da área de impressão para verificar o alinhamento e a qualidade da impressão.
	15.5.2.4. Corrija quaisquer erros de entrada de dados no LDMS e reimprima as etiquetas conforme necessário.
	15.5.3. Aplique as etiquetas nos criotubos de modo que o conteúdo do tubo fique visível.
	15.5.4. Digitalize os criotubos vazios e etiquetados em ordem sequencial GSID no módulo de armazenamento LDMS para garantir que o código de barras seja digitalizável; a verificação da capacidade de digitalização e a atribuição de locais de armazenamen...
	Observação: É altamente recomendado o uso de racks Nunc para permitir a abertura/fechamento de tubos com uma mão. As tampas dos criotubos não podem ser colocadas em nenhuma superfície.
	15.6. Centrifugação final
	Observação: Se as células forem congeladas como pellets de PBMC não viáveis (PEL) e como células viáveis, remova o volume de PBMCs necessário para criar pellets de células não viáveis antes da etapa final de centrifugação e conclua o processamento dos...
	15.6.1. QS (aumente o volume da suspensão de células) para 45 mL com WDR e coloque o(s) tubo(s) cônico(s) contendo as células coletadas diluídas na centrífuga.
	15.6.2. Centrifugue as células diluídas de 200 a 400 x g por 10 minutos de 15 a 25  C (ou até 30  C, dependendo das condições climáticas) (freio opcional).
	15.6.3. Verifique se todos os tubos criogênicos estão etiquetados e facilmente acessíveis.
	15.6.4. Selecione a unidade de congelamento de taxa controlada: StrataCooler®, Mr. Frosty™, CoolCell®. Coloque as etiquetas nas unidades de congelamento adequadamente para permitir que a equipe do laboratório determine o conteúdo. Certifique-se de que...
	15.7. Separando alíquotas para criopreservação
	Observação: As etapas a seguir podem ser realizadas rapidamente para preservar a integridade das células.
	15.7.1. Remova e descarte o sobrenadante do WDR cuidadosamente, sem afetar o pellet de células, decantando-o rapidamente no recipiente de resíduos líquidos designado no BSC. Métodos alternativos, como remoção com pipeta sorológica ou por aspiração, po...
	15.7.2. Realize a ressuspensão do(s) pellet(s) utilizando o volume de CPS frio (Vf) determinado na Seção 15.4.
	Observação: O pré-resfriamento dos tubos e/ou o trabalho com gelo molhado são permitidos.
	Observação para HVTN: O pré-resfriamento de criotubos e o trabalho em gelo molhado não são preferíveis e devem ser aprovados pelo Centro de Laboratório da HVTN antes do uso com amostras da rede HVTN.
	15.7.2.1. Com cuidado, ressuspenda o pellet de células agitando, sacudindo ou pipetando antes de adicionar o CPS.
	15.7.2.2. A HVTN recomenda ressuspender o pellet com o mesmo volume medido/monitorado de CPS usado nas etapas anteriores para ressuspensão do pellet. Lembre-se de subtrair esse volume do volume final total de CPS a ser adicionado se o volume final tot...
	15.7.2.3. Com cuidado, mexendo e girando, adicione o CPS às células ressuspensas.
	15.7.3. Trabalhe de forma rápida após a adição do CPS. Não deixe as células repousarem em solução de congelamento por mais de 10 minutos antes de colocá-las no freezer.
	15.7.4. Misture a suspensão suavemente, mas rapidamente, com uma pipeta sorológica antes de fazer alíquotas. Mantenha a suspensão durante todo o processo de envase.
	15.7.4.1. Alíquota de 1,0 mL por criotubo, a menos que seja determinado de outra forma pelo SPLI/LPC/LM específico do protocolo.
	Observação: Distribua uniformemente qualquer excesso de volume entre todos os criotubos para aquele PTID.
	15.8. Congelamento controlado de um dia para o outro
	15.8.1. Após o processamento e a contagem, conclua as etapas necessárias para congelar as células imediatamente.
	15.8.2. Posicione a unidade de congelamento de taxa controlada selecionada para transferências: Agilent Technologies StrataCooler®, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell®. Consulte a Secção 7.5 para obter informações sobre armazenamento e manutenção.
	15.8.3. Transfira imediatamente todos os criotubos em ordem sequencial de identificação de amostras global para a unidade de congelamento de taxa controlada.
	Para todos os CRFUs, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® e Agilent Technologies StrataCooler®, feche o recipiente e coloque-o em um freezer a -80 C (-65 a -95 C para ACTG, -70 a -95 C para HVTN e HPTN), em um local que não seja afetado pelo acess...
	Para CryoMed® ou outro freezer mecânico de taxa controlada, inicie o programa de resfriamento conforme o POP local apropriado. (Observação para HVTN: Freezers de taxa controlada não são permitidos para amostras da HVTN).
	15.8.4. Registre a data/hora de congelamento imediatamente na planilha de PBMC. Insira a data/hora de congelamento registrada na planilha no LDMS.
	15.9. Documente todos os elementos-chave de acordo com os requisitos de rede e do laboratório.
	16. Controle de qualidade
	16.1. Produção de células
	É importante estar ciente da recuperação esperada para a população de participantes para a qual o processamento está sendo realizado. A produção de células pode servir como marcador de controle de qualidade interno para cada ciclo. Produções fora das ...
	Observação: As recomendações oferecidas abaixo são para fornecer diretrizes para ajudar a identificar erros técnicos graves antes da criopreservação. Esses valores podem variar dependendo do anticoagulante utilizado.
	16.1.1. Produções de células esperadas para populações de adultos:
	16.1.2. Produções de células inesperadas
	16.1.2.1. Se as produções de células estiverem fora da faixa esperada, reveja os esquemas de diluição, os cálculos, as técnicas de processamento (especialmente a mistura adequada de suspensões de contagem de células) e a história de PTID, se estiver d...
	16.1.2.2. Produções de células de pacientes que vivem com HIV podem ser menores do que aquelas mostradas nas tabelas acima.
	16.1.2.3. Se houver suspeita de erros de diluição ou de contagem, faça uma diluição nova e reconte.
	16.1.3. Registre todos os resultados e qualquer problema que ocorra durante o processo e as ações tomadas de acordo com os requisitos da rede e do laboratório. Consulte a Seção 5 para obter detalhes.
	Observação para HVTN e HPTN: Registre quaisquer problemas e ações na Planilha de processamento de PBMC específica do protocolo da HVTN, entradas para alíquotas no LDMS e na seção de comentários de produção de células do Programa Atlas HVTN PBMC, se ap...
	16.2. Viabilidade celular
	16.2.1. A viabilidade de PBMC isoladas frescas deve ser de > 95%.
	16.2.2. Se a viabilidade de PBMC frescas for < 95%, reveja os resultados com o supervisor e documente de acordo com os requisitos da rede e do laboratório.
	Observação: Se as amostras tiverem sido preparadas para o Programa de Testagem Proficiente para Criopreservação de PBMC, uma contagem de células viáveis é necessária.
	17. Armazenamento de PBMC (temporário ou no local)
	17.1. Realize a manutenção da cadeia de frio durante todas as etapas de transferência para evitar danos às células.
	Observação para HVTN: Envie em gelo seco para o repositório central de amostras dentro de 1 semana após a coleta, a menos que seja determinado de outra forma pelo SPLI específico do protocolo da HVTN (a frequência de envio é baseada na região e depend...
	Observação para HPTN: Siga as instruções fornecidas no Manual de Laboratório específico do protocolo
	Observação para ACTG: Envie em gelo seco em até 4 semanas da data do congelamento, a menos que indicado de outra forma no LPC. Continuar para 17.2
	17.2. Transfira as PBMCs para armazenamento temporário em um freezer a -80 C.
	17.2.1. Transfira os criotubos do sistema de congelamento de taxa controlada para o local de armazenamento designado a -65 a -95 C para ACTG, -70 a -95 C para HVTN e HPTN.
	17.2.2. Transfira os criotubos após um mínimo de 4 horas para Nalgene® Mr. Frosty™ e Corning® CoolCell® e de um dia para o outro para StrataCooler® (o armazenamento de um dia para o outro para todos os CRFUs é recomendado como prática padrão para redu...
	Observação: Requerido para HVTN e HPTN, recomendado para ACTG: O uso de uma bandeja de transferência de gelo seco é permitido apenas para unidades de congelamento de taxa controlada; refrigeradores altos pré-resfriados são necessários para caixas de a...
	Observação: Não armazene em nitrogênio líquido (LN2). Armazene entre -65 e -95 C para ACTG,  entre -70 e -95 C para HVTN e HPTN até o envio.
	Observação: Pré-resfrie o recipiente de gelo seco e use um refrigerador pré-resfriado de laterais altas durante as etapas de controle de qualidade e embalagem. Certifique-se de que o transportador de gelo seco esteja completamente cheio de gelo seco a...
	17.2.3. Entre em contato com o pessoal do centro de laboratório da rede se as amostras não forem chegar ao destino final dentro do tempo de armazenamento temporário estabelecido pela rede. O centro de laboratório da rede determinará se a transferência...
	17.3. Transfira as PBMCs para um dewar de LN2 ou freezer mecânico a -150 C.
	Observação para HVTN: Armazenamento em LN2 ou uso de dewars de LN2 ou freezers mecânicos a -150 C não são permitidos para armazenamento de PBMC da HVTN, com raras exceções. Os laboratórios não devem transferir amostras de freezers de -80 C, a menos qu...
	17.3.1. Dentro de 72 horas após o congelamento dos criotubos no sistema de resfriamento de taxa controlada, transfira-os em gelo seco para o local de armazenamento designado no dewar de LN2 ou no sistema de armazenamento a -150  C.
	17.3.2. Amostras de PBMC congeladas são viáveis em fase de vapor de LN2 indefinidamente. NÃO transfira amostras do LN2 ou -150 C de volta a freezers de -80 C, exceto se orientado pela rede ou pela equipe do protocolo.
	17.3.3. Uma vez que as amostras foram armazenadas em LN2, todas as transferências ou remessas devem ser mantidas em LN2 (≤ -140 C) e enviados em um transportador a seco de LN2 aprovado pela IATA.
	18. Preenchimento de documentos de processamento
	18.1. Certifique-se de que todas as informações adequadas sejam documentadas, seguindo as boas práticas de documentação, de acordo com os requisitos da rede e do laboratório e de que todos os cálculos estejam corretos. Consulte a Seção 5 para obter de...
	18.2. Guarde as requisições laboratoriais, planilhas de processamento PBMC e qualquer outro documento de rastreio de acordo com a política do laboratório.
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	21.1. Anexo A: Planilha de Processamento PBMC exigida pela HVTN
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