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1. จุดประสงค์ 

1.1. กระบวนการปฏิบติังานมาตรฐาน (Standard Operating Procedure, SOP) น้ีอธิบายกระบวนการสาํหรับการแยกและการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง (cryopreservation) 

สาํหรับเซลลเ์ม็ดเลอืดชนิดนิวเคลียสเดียวจากเลอืดส่วนปลาย (PBMC) จากเลอืดครบ 

2. ขอบเขต 

2.1. กระบวนการน้ีจะใชส้าํหรับการทาํกระบวนการตวัอยา่งเลอืดสาํหรับการแยก การเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง และการจดัเก็บตวัอยา่ง PBMC  

2.2. คาํแนะนาํที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัของเครือข่ายจะใชแ้ทนคาํแนะนาํใน SOP น้ี 

3. ที่มา 

3.1. PBMC ที่เกบ็หรือเกบ็รักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิงใหม ่ๆ จะใชเ้พือ่ประเมินวตัถุประสงคข์องการศึกษา การสอบวิเคราะห์เหล่าน้ีตอ้งม ีPBMC 

ที่ถูกแยกและเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิงภายใตส้ภาวะที่กาํหนดไวอ้ยา่งเคร่งครัด ซ่ึงจะทาํให้แน่ใจว่ามีการฟ้ืนตวั (recovery) ความอยูร่อดได ้(viability) 

และความสามารถในการทาํหนา้ที่ (functionality) ทีเ่หมาะสมทีสุ่ด การทาํกระบวนการและแช่แขง็เลอืดภายใน 8 

ชัว่โมงนบัจากเวลาที่เจาะเลอืดเพือ่รักษาการทาํหนา้ทีสู่งสุดของเซลลใ์นการสอบวิเคราะห์เพื่อตรวจติดตามภูมคุิม้กนันั้นเหมาะสมทีสุ่ด 

4. อํานาจและความรับผิดชอบ 

4.1. ผูอ้าํนวยการ/PI (หรือผูไ้ดรั้บการแต่งตั้ง) ของศูนยห้์องปฏิบติัการของเครือข่ายจะมีอาํนาจในการกาํหนด ทบทวน และอปัเดตกระบวนการน้ี 

4.2. สาํนกังาน HIV/AIDS Network Coordination (HANC) จะเป็นผูรั้บผิดชอบในการบาํรุงรักษาและควบคุมเอกสาร SOP 

4.3. ผูอ้าํนวยการห้องปฏิบติัการที่ทาํกระบวนการจะเป็นผูรั้บผิดชอบในการดาํเนินการ SOP ของ HANC 

น้ีและตรวจสอบให้แน่ใจว่าบคุลากรทีเ่หมาะสมทั้งหมดไดรั้บการฝึกอบรม  

4.4. บุคลากรทั้งหมดของสถานที่และห้องปฏิบติัการที่มส่ีวนเก่ียวขอ้งในการเก็บ การทาํกระบวนการ และ/หรือการจดัการ PBMC 

จะเป็นผูรั้บผิดชอบในการอ่านและทาํความเขา้ใจ SOP น้ีก่อนดาํเนินกระบวนการทีอ่ธิบายไว ้

4.5. ห้องปฏิบติัการทั้งหมดตอ้งใช ้SOP เก่ียวกบั PBMC ของ HANC ฉบบัปัจจุบนัตามทีเ่ขียนไวเ้พื่อให้ได ้PBMC สาํหรับโครงการวิจยัของเครือข่าย  

5. การรายงานผล 

5.1. เครือข่ายทั้งหมดตอ้งใชแ้ผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC และระบบการจดัการขอ้มูลห้องปฏิบติัการ (LDMS) เพือ่ติดตามรายละเอียดการทาํกระบวนการหลกั 

รวมถึงเวลาในการทาํกระบวนการ การคาํนวณ และการจดัทาํเอกสารเก่ียวกบัปัญหาทีเ่กิดข้ึนในระหว่างการทาํกระบวนการ 

5.2. ตอ้งใชแ้ผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัโดยทั้งหมด 

เวน้แต่จะหมายเหตุไวเ้ป็นอยา่งอื่นในคาํแนะนาํห้องปฏิบติัการทีท่าํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ (Processing Laboratory Instruction, SPLI) 

แผนภูมิการทาํกระบวนการของห้องปฏิบติัการ (Laboratory Processing Chart, LPC) หรือคู่มือห้องปฏิบติัการ (Laboratory Manual, LM) ของโครงการวิจยั 

ในกรณีที่ไม่ตอ้งใชแ้ผ่นงาน PBMC ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยั ซ่ึงพบไดน้อ้ย อาจใชแ้ผ่นงานทัว่ไปในภาคผนวก A และที ่

http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx 

5.3. ตอ้งใช ้LDMS เพือ่บนัทึกขอ้มูลผูเ้ขา้ร่วมและการทาํกระบวนการ สร้างตวัระบุที่ไม่ซํ้ ากนั สร้างฉลากไครโอไวแอล (cryovial) บนัทกึสถานที่จดัเกบ็ 

และสร้างรายการการขนส่ง 
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5.4. องคป์ระกอบหลกัที่จาํเป็นสาํหรับการติดตามการทาํกระบวนการกบั PBMC ไดแ้ก่: 
 

ตารางองค์ประกอบหลัก 

องค์ประกอบหลกัสําหรับการติดตามการทํากระบวนการกบั PBMC สถานท่ีบันทึก 

ห้องปฏิบติัการทีท่าํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ W L 

ID ของผูเ้ขา้ร่วม W L 

หมายเลขนดัหมาย W L 

โครงการวิจยั W L 

ID ของส่ิงส่งตรวจทัว่โลกของ LDMS สร้างโดยอตัโนมติัดว้ย LDMS 

วนัที/่เวลาที่เร่ิมทาํกระบวนการ W L 

ช่ือยอ่ของเจา้หนา้ที่เทคนิคทีท่าํกระบวนการ (เจา้หนา้ทีเ่ทคนิค) W L 

วิธีการนบั (ช่ือเคร่ืองมือหรือการนบัดว้ยมอื) W 

WDR ในปริมาตรของการแขวนตะกอนใหมส่าํหรับการนบั (V) W 

ความเขม้ขน้เฉลี่ยของจาํนวนเซลลจ์ากการนบั (C) W 

จาํนวนเซลลท์ั้งหมด (T) = C x V W L 

คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ยของ CPS (Vf) W 

วนัที่และเวลาที่ถกูแช่แขง็ W L 

ความคิดเห็นและการเบี่ยงเบนจากโครงการวิจยั รวมถงึ แต่ไม่จาํกดัเพียง: 

• สภาวะของส่ิงส่งตรวจที่ไม่คาดคิดทั้งหมด 
• เลือดที่จบัตวัเป็นลิ่ม (จาํนวนหลอดที่มลีิ่มเลอืด จาํนวนหลอดทั้งหมดจากชุดการผลิต (batch) ของ PTID 

และรายละเอียดการทาํกระบวนการที่) 
• เซลลท์ี่ไดท้ี่ตํ่ากว่าช่วงที่คาดไว ้
• ความผิดปกติในการทาํกระบวนการ 
• ขั้นตอนการแกไ้ขปัญหาที่ดาํเนินการ 
• หมายเหตุ หากเวลาทั้งหมด >8 ชัว่โมง 
• เวลาทาํกระบวนการ >4 ชัว่โมง 

W 

วนัที/่เวลาที่เกบ็ W L 

รีเอเจนต ์(ผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นที่ผลิต และวนัหมดอายสุาํหรับ DMSO, FBS, WDR, CSTFB, ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น) W 

CPS (ปริมาตรของ DMSO และ FBS) W 

ประเภทหลอดตวัอยา่ง (HEP/ACD/EDTA/อืน่ ๆ) W L 

สภาวะของเลือด (เช่น SAT/HEM/CLT) W L 

ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใชไ้ดท้ี่วดัได ้ W L 

จาํนวนเซลลจ์ากการนบั W 

จาํนวนเซลลจ์ริงต่อไวแอล W L 

จาํนวนไครโอไวแอลที่ถกูแช่แขง็ W L 

ขอ้มูลการจดัเกบ็ในตูแ้ช่แขง็ (มอดูลการจดัเก็บของ LDMS) O L  

การยืนยนัการควบคุมคุณภาพรีเอเจนตด์ว้ยสายตา (เจา้หนา้ทีเ่ทคนิค) O 

เซลลท์ี่ได/้มลิลลิิตรของเลือดครบ W 

ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหมข่อง CPS ทีป่ระมาณไว ้(V1) W 

การยืนยนัการควบคมุคุณภาพฉลาก LDMS สาํหรับเน้ือหา/บาร์โคด้ (เจา้หนา้ทีเ่ทคนิค) W 

การยืนยนัการขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัสถานที่เกบ็กลอ่งจดัเกบ็ทีก่าํหนดโดย LDMS (เจา้หนา้ที่เทคนิค) W 

วนัที/่เวลาที่ขนถ่ายไครโอไวแอลจากหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราไปยงักลอ่งจดัเก็บ W 

การทบทวนขั้นสุดทา้ย ผูท้บทวน/วนัที ่ W 

W= ตอ้งทาํการติดตามในแผ่นงาน PBMC 

L = ตอ้งทาํการป้อนขอ้มลู/ติดตามใน LDMS 

O = เลือกไดว่้าจะทาํการติดตามในแผ่นงานหรือส่ือเสริมเก่ียวกบัการติดตามหรือไม ่
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6. ส่ิงส่งตรวจ 

6.1. เลือดครบที่ใส่สารกนัเลือดเป็นลิ่มใหม ่ๆ ที่เก็บตามขอ้กาํหนดของโครงการวิจยั 

6.2. สภาวะในการจดัการ 

6.2.1. ควรเกบ็ส่ิงส่งตรวจไวท้ี่อณุหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ตั้งแต่เวลาเก็บจนถึงเมื่อนาํส่งไปยงัห้องปฏิบติัการทีท่าํกระบวนการ 

6.2.2. ควรนาํส่งส่ิงส่งตรวจไปยงัห้องปฏิบติัการทีท่าํกระบวนการโดยเร็วที่สุด (แนวปฏิบติัที่ดีที่สุดจะอยูภ่ายใน 30 นาทีถงึ 4 ชัว่โมงหลงัจากการเก็บ) 

เพื่อให้ห้องปฏิบติัการที่ทาํกระบวนการมีเวลาเพียงพอในการดาํเนินกระบวนการเกบ็รักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิงให้เสร็จส้ิน 

คลินิกควรพูดคุยเก่ียวกบัขอ้กาํหนดจาํเพาะกบัห้องปฏิบติัการที่ทาํกระบวนการก่อนการรับเขา้โครงการวิจยั 

6.2.3. ห้องปฏิบติัการทีท่าํกระบวนการควรทาํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ โดยเร็วทีสุ่ดเมือ่ไดรั้บ (แนวปฏิบติัที่ดีที่สุดจะเป็นเร่ิมทาํกระบวนการภายใน 30 

นาทีหลงัจากไดรั้บตวัอยา่ง): 

• เวลาทาํกระบวนการ (เวลาทีเ่ร่ิมทาํกระบวนการ) คอืเวลาที่หลอดถกูเปิดหรือใส่ในเคร่ืองป่ันเหว่ียงเป็นคร้ังแรก 

แลว้แต่ว่าเหตุการณ์ใดเกิดข้ึนก่อน 

• เวลาทีถู่กแช่แขง็หมายถงึเวลาเมือ่: 

o ใส่ StrataCooler® ของ Agilent Technologies, Nalgene® Mr. Frosty™ หรือ Corning® CoolCell® ไวใ้นตูแ้ช่แขง็ที่ตั้งไวท้ี่ -80°ซ  

ดู SPLI/LPC/LM สาํหรับช่วงอุณหภูมทิี่ยอมรับได ้โดยคาํนึงถงึความผนัผวนของอุณหภูมิตูแ้ช่แขง็ที่เกิดขึ้นเป็นประจาํ 

o โปรแกรมทาํความเยน็ของตูแ้ช่แขง็แบบควบคุมอตัรา เช่น CryoMed® เร่ิมทาํงานแลว้  

หมายเหตุ: ไมอ่นุญาตให้ใชตู้แ้ช่แขง็แบบควบคุมอตัราสาํหรับตวัอยา่งของ HVTN 

• เวลาทั้งหมดคาํนวณจากเวลาเกบ็ส่ิงส่งตรวจและเวลาที่ถูกแช่แขง็ โดยในอุดมคติ เวลาน้ีคือ 8 ชัว่โมงหรือนอ้ยกว่า 

แต่ควรทาํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจทั้งหมดโดยไม่คาํนึงถงึเวลาทั้งหมด 

• เวลาทาํกระบวนการทั้งหมดคาํนวณจากเวลาทาํกระบวนการและเวลาทีถู่กแช่แขง็ แนะนาํให้นอ้ยกว่าส่ีชัว่โมง โดยนอ้ยกว่า 3 

ชัว่โมงเป็นเวลาในอุดมคติ 

6.2.4. ห้ามแช่เยน็หรือแช่แขง็เลือดครบ ห้ามวางเลอืดให้สมัผสักบัถงุประคบเยน็โดยตรง หากคุณใชถุ้งประคบเยน็ในสภาวะที่ร้อนจดั 

6.3. ส่ิงส่งตรวจรอง 

6.3.1. ส่ิงส่งตรวจที่จบัตวัเป็นลิ่ม 

6.3.1.1. ควรทาํกระบวนการกบัเลือดทั้งหมดโดยไมค่าํนึงถึงว่าเลอืดจบัตวัเป็นลิม่หรือไม ่เวน้แต่โครงการวิจยัจะมีคาํสั่งไวเ้ป็นอยา่งอื่น 

6.3.1.2. นาํลิ่มเลอืดออกและทาํกระบวนการตามปกติ  

6.3.1.3. ทาํเคร่ืองหมายสภาวะเป็น CLT ในแผ่นงานและใน LDMS ระบุรายละเอียดในหวัขอ้ความคิดเห็นของแผ่นงานการทาํกระบวนการ  

6.3.2. ส่ิงส่งตรวจทีม่ีเม็ดเลอืดแดงแตก 

6.3.2.1. การแตกของเม็ดเลอืดแดง (hemolysis) อาจส่งผลต่อคณุภาพของ PBMC 

6.3.2.2. ทาํกระบวนการตามปกติ 

6.3.2.3. ทาํเคร่ืองหมายสภาวะเป็น HEM ในแผ่นงานและใน LDMS ระบุรายละเอียดในหวัขอ้ความคิดเห็นของแผ่นงานการทาํกระบวนการ 

6.3.3. เซลลท์ี่ไดต้ํ่า 

6.3.3.1. หากเซลลท์ี่ไดไ้ม่เพียงพอต่อความตอ้งการของโครงการวิจยั โปรดติดต่อคลินิกเพือ่ขอส่ิงส่งตรวจทดแทนที่เป็นไปได ้หากเซลลท์ี่ได ้≤0.4 x 106 

เซลล/์มิลลิลิตร โปรดติดต่อคลินิกเพือ่ขอตวัอยา่งทดแทนที่เป็นไปไดแ้ละแจง้ให้ศูนยห้์องปฏิบติัการของเครือข่าย (HVTN, HPTN) หรือทีมโครงการวิจยั 

(ACTG) ทราบ 

6.3.3.2. บนัทึกขั้นตอนการแกไ้ขปัญหาหรือการทวนสอบขอ้มูลที่ดาํเนินการในหวัขอ้ความคิดเห็นของแผ่นงานการทาํกระบวนการ 

6.4. ส่ิงส่งตรวจที่ยอมรับไม่ได ้

6.4.1. ส่ิงส่งตรวจที่ไม่ติดฉลากหรือติดฉลากไมถู่กตอ้งจะถูกปฏิเสธ 

6.4.2. ปฏิบติัตามคาํแนะนาํของเครือข่ายสาํหรับการปฏิเสธส่ิงส่งตรวจที่ล่าชา้ 

6.4.3. ตวัอยา่งที่ร่ัว: แจง้ให้คลินิกทราบหากตวัอยา่งใด ๆ ร่ัวและตดัสินว่าตวัอยา่งดงักล่าวสามารถใชไ้ดห้รือไม ่

ความปราศจากเช้ือของตวัอยา่งและความปลอดภยัของบุคลากรห้องปฏิบติัการที่จดัการตวัอยา่งเป็นส่ิงสาํคญัอยา่งย่ิง 
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7. อุปกรณ์ 

7.1. การเตรียมและการทาํกระบวนการ 

7.1.1. ตูชี้วนิรภยั (biosafety cabinet, BSC) คลาส II ระดบัที่ 2 หรือสูงกว่า 

7.1.2. เคร่ืองป่ันเหว่ียงความเร็วตํ่า (สามารถป่ันเหว่ียงที ่200 ถึง 1000 x แรงโนม้ถ่วง) ที่มีโรเตอร์ที่มีถว้ยใส่หลอดแบบเหว่ียงไปมา (swinging bucket rotor) 

ควรเป็นแบบแช่เยน็ แต่อุณหภูมิโดยรอบก็ยอมรับได ้ตอ้งมีถว้ยใส่หลอด (bucket) ที่มีฝาครอบ/ฝาปิด 

7.1.3. ไมโครปิเปตในช่วง 20, 200, 1000 ไมโครลติร 

7.1.4. อุปกรณ์ช่วยปิเปต (Pipet-Aid) (ควรเป็นแบบไร้สาย) สาํหรับใชก้บัปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใชแ้ลว้ทิ้ง 

7.1.5. ตูแ้ช่เยน็ 2 ถงึ 8°ซ 

7.1.6. ตูแ้ช่แขง็ -20°ซ (หรือตํ่ากว่า) ที่ไม่มีระบบละลายนํ้าแขง็อตัโนมติั (สาํหรับการจดัเก็บ FBS) 

7.1.7. ตูแ้ช่แขง็ -80°ซ (-65 ถงึ -95°ซ สาํหรับ ACTG, -70 ถงึ -95°ซ สาํหรับ HVTN และ HPTN) สาํหรับการจดัเก็บ PBMC ระยะสั้น  

7.1.8. อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ37 ถึง 56°ซ (สาํหรับการลดฤทธ์ิ FBS ดว้ยความร้อน หากจาํเป็น) (หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ไม่จาํเป็นสาํหรับโครงการวิจยัของ HVTN 

เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS ที่ไดรั้บอนุมติัจาก HVTN ให้ห้องปฏิบติัการในลกัษณะที่ถกูลดฤทธ์ิดว้ยความร้อนแลว้ (heat inactivated)) 

7.1.9. ถว้ยหรือบีกเกอร์สาํหรับสารฟอกขาวหรือสารฆ่าเช้ืออื่น ๆ 

7.1.10. แท่นวาง (rack) ที่เหมาะสาํหรับวางหลอดเกบ็เลอืด (blood collection tube) ขนาด 15 มิลลลิิตร และหลอดแบบกน้แหลมขนาด 50 มลิลิลิตร 

แบบตั้งข้ึนในระหว่างขั้นตอนการทาํกระบวนการและการขนส่ง 

7.1.11. แท่นวางไครโอไวแอลเพือ่ให้สามารถเปิด/ปิดไครโอไวแอลดว้ยมือเดียวในระหว่างขั้นตอนการแอลิควอต (aliquoting) (ควรใชแ้ท่นวางที่จาํเพาะต่อ Nunc) 

7.2. อุปกรณ์ที ่LDMS ตอ้งใช ้(ดูขอ้กาํหนดในเวบ็ไซต ์LDMS และขอ้กาํหนดที่จาํเพาะต่อเครือข่ายสาํหรับรายละเอียด)  

7.2.1. คอมพิวเตอร์ที่เป็นไปตามขอ้มลูจาํเพาะที่ Frontier Science กาํหนดไวส้าํหรับ LDMS บนเวบ็ไซต ์

7.2.2. เคร่ืองพิมพส์าํหรับฉลากที่สร้างดว้ย LDMS 

7.2.3. เคร่ืองสแกนบาร์โคด้ 2 มิติ 

7.2.4. ฉลากที่เขา้กนัไดก้บั LN2 ทีม่ีพื้นทีพ่ิมพ ์1x1 น้ิว  

7.2.5. ผา้หมึกทีเ่ขา้กนัไดก้บั LN2 ที่จาํเพาะต่อเคร่ืองพิมพ ์ทนต่อรอยขีดข่วนและสารเคม ี

7.3. อุปกรณ์ไนโตรเจนเหลว (LN2) (หากเครือข่ายตอ้งการ) 

7.3.1. ถงัจดัเกบ็ LN2 (≤ -140°ซ) 

7.3.2. ถงัเก็บ LN2 สาํหรับขนส่งแบบแห้งที่ไดรั้บอนุมติัจาก IATA 

7.4. การนบัเซลล:์  

หมายเหตุ: วิธีการนบัอาจตอ้งไดรั้บอนุมติัจากเครือข่าย ปฏิบติัตามกระบวนการเทียบมาตรฐาน (calibration procedure) 

ของผูผ้ลิตที่เก่ียวขอ้งหากใชเ้คร่ืองนบัเซลลอ์ตัโนมติั 

7.4.1. เคร่ืองนบัเซลลอ์ตัโนมติัที่สามารถนบัจาํนวนเซลลท์ี่มชีีวิต (Beckman-Coulter Vi-Cell, Muse® หรือส่ิงทีเ่ทียบเท่า) โดยปกติ HVTN 

ไมอ่นุมติัเคร่ืองนบัเซลลค์ลาสน้ีสาํหรับตวัอยา่งใหม ่ๆ 

7.4.2. เคร่ืองนบัเซลลอ์ตัโนมติัที่ไม่สามารถแยกแยะเซลลท์ี่มชีีวิต (Coulter Counter, Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® หรือส่ิงที่เทียบเท่า) 

หมายเหตุ: อาจใชเ้คร่ืองนบัเซลลอ์ตัโนมติัทีไ่ม่สามารถระบุเซลลท์ี่มชีีวิตเพื่อให้ไดจ้าํนวนเซลลท์ั้งหมดจากการนบัโดยไม่แยกแยะเซลลท์ีม่ีชีวิต 

อยา่งไรก็ตาม หากกาํลงัเตรียมส่ิงส่งตรวจสาํหรับการทดสอบความชาํนาญ (Proficiency Testing Program) 

ในการเกบ็รักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิงสาํหรับ PBMC ของ IQA ตอ้งมีจาํนวนเซลลท์ี่มชีีวิตจากการนบั 

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: หากกาํลงัจะใชเ้คร่ืองนบัอตัโนมติัเพือ่จุดประสงคข์องโครงการวิจยั เครือข่ายแนะนาํอยา่งย่ิงให้ใชเ้คร่ืองนบัคลาสน้ี 

วิธีการนบัตอ้งไดรั้บการทบทวนและไดรั้บอนุมติัล่วงหนา้จาก HVTN 

7.4.3. สไลดน์บัเซลลด์ว้ยมอื (ฮีมาไซโตมเิตอร์) และกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดไลตฟี์ลด ์(light-field microscope) 

หมายเหตุ: หากใชส้ไลดน์บัเซลลด์ว้ยมือกบัสีทริแพนบล ูตอ้งนบัจาํนวนเซลลท์ี่มชีีวิตและนาํมาใชส้าํหรับการคาํนวณเซลล ์

หากใชสี้คริสตลัไวโอเล็ต สามารถใชจ้าํนวนเซลลท์ั้งหมดจากการนบัสาํหรับการคาํนวณเซลล ์

7.5. การเกบ็รักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง 

หมายเหตุ: อาจใชห้น่ึงในหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัรา (CRFU) ต่อไปน้ีตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิต ควรใช ้StrataCooler® ของ Agilent Technologies และ Corning® 
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CoolCell®  

หมายเหตุ: หากไม่ปฏิบติัตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิต ตอ้งดาํเนินการศึกษาเพือ่ตรวจสอบความเที่ยงตรง (validation study) 

7.5.1. มอดูลการเกบ็รักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง StrataCooler® ของ Agilent Technologies – 400005 

7.5.1.1. StrataCooler® ตอ้งมีอุณหภูมิ 2 ถงึ 8°ซ ก่อนเร่ิมทาํให้ไครโอไวแอลเยน็ลง ห้ามใส่ไครโอไวแอลใน StrataCooler® ที่มอีุณหภูมิตํ่ากว่าอุณหภูมิเร่ิมตน้ที่ 

2°ซ 

7.5.2. Corning® (เดิมช่ือ BioCision®) CoolCell® 

7.5.2.1. ตอ้งแน่ใจว่าช้ินส่วนทั้งหมดของ CoolCell® รวมถึงแหวนกลาง (central ring) กลบัสู่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ 

โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) ระหว่างการใชง้านแต่ละคร้ัง 

7.5.3. ภาชนะบรรจุสาํหรับการแช่แขง็แบบไครโอ Nalgene® Mr. Frosty™ 1°ซ/นาท ี

7.5.3.1. ควรเกบ็ Mr. Frosty™ ไวท้ีอุ่ณหภูมิโดยรอบ (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) ระหว่างการใชง้านแต่ละคร้ัง 

7.5.3.2. ระดบัไอโซโพรพานอลตอ้งถกูตอ้ง และตอ้งเปลี่ยนไอโซโพรพานอลทั้งหมดหลงัจากรอบการแช่แขง็-การละลายรอบที่ห้า ตอ้งใชบ้นัทึก (log) 

เพื่อติดตามรอบการแช่แขง็/การละลายและการเปลี่ยนแปลงของรีเอเจนต ์ดูภาคผนวก B 

7.5.4. ตูแ้ช่แขง็แบบควบคุมอตัรา เช่น ห้องแช่แขง็ CryoMed® (Gordinier) (หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ไมอ่นุญาตให้ใชตู้แ้ช่แขง็แบบควบคุมอตัราสาํหรับตวัอยา่งของ 

HVTN) 

8. วัสดุใช้แล้วทิง้ 

8.1. พลาสติก 

8.1.1. ปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใชแ้ลว้ทิง้ขนาด 1, 5, 10, 25, 50 มิลลิลิตร ปราศจากเช้ือ 

8.1.2. ปลายไมโครปิเปต 20, 100, 200, 1000 ไมโครลิตร ปราศจากเช้ือ 

8.1.3. หลอดป่ันเหว่ียงแบบใชแ้ลว้ทิ้งแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเช้ือขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร  

8.1.4. หลอดแยกเซลลท์ี่มีตวักั้นแบบฟริต (CSTFB) ขนาด 50 มิลลิลิตร แห้ง (ไม่ไดจ้ดัซ้ือในรูปแบบเติมตวักลางสาํหรับการแยกเซลลไ์วล้่วงหนา้)  

8.1.4.1. จาํเป็นสาํหรับการทาํกระบวนการของ HVTN ทบทวน LPC/SPLI/LM สาํหรับขอ้กาํหนดที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัสาํหรับเครือข่ายทั้งหมด 

8.1.5. ไวแอลแบบไครโอเจนิก (ไครโอไวแอล) ที่มเีกลียวในขนาด 1.8 มลิลลิิตร ถึง 2 มลิลลิิตร และฝาเกลียวที่มีแหวนรูปตวัโอ ปราศจากเช้ือ 

ทาํจากพอลิโพรพลิีนเท่านั้น ตั้งไดเ้อง มีขีดบอกปริมาตร กนัร่ัวได ้ซ่ึงผลิตข้ึนสาํหรับการเก็บรักษา LN2 ในเฟสไอ (ประมาณ -140°ซ) ยืนยนัการยอมรับ 

(acceptability) การใชส่ิ้งใด ๆ แทนที่ไวแอลแบบไครโอเจนิกกบัเครือข่ายก่อนทาํการจดัซ้ือ (ดูภาคผนวก E) 

หมายเหตุ: ต้องไม่ใชห้ลอดที่มีฝาสแน็ป นอกจากน้ี ตอ้งไม่เติมสารในไครโอไวแอลเกินความจุที่ผูผ้ลิตระบุไวห้รือจนถงึดา้นบนสุดของหลอด 

8.1.6. เลือกได:้ ขวด/ขวดรูปชมพู่แบบใชแ้ลว้ทิง้ปราศจากเช้ือ คอ 45 มิลลเิมตร ขนาด 250 ถงึ 500 มิลลิลิตร 

สาํหรับการรวมเลือดครบในปริมาตรมากที่เจาะมาก่อนการแยก PBMC 

8.1.7. เลือกได:้ ปิเปตสาํหรับถ่ายสาร (transfer pipet) ทีท่าํจากพลาสติกปราศจากเช้ือขนาด 5 มลิลิลิตร ทีบ่รรจุในซองแยก 

8.1.8. เลือกได:้ หลอดแยกเซลลท์ี่มีตวักั้นแบบฟริต (CSTFB) ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่เติมสารไวล้ว่งหนา้  

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ไม่ใช่ส่ิงที่เลือกไดส้าํหรับการศึกษาของ HVTN HVTN กาํหนดว่าห้องปฏิบติัการตอ้งจดัซ้ือ CSTFB “แห้ง” (นัน่คือ 

ไม่ไดจ้ดัซ้ือในรูปแบบเติมสารไวล้่วงหนา้) การใช ้CSTFB อื่น ๆ ตอ้งไดรั้บอนุมติัล่วงหนา้จากศูนยห้์องปฏิบติัการของ HVTN) 

8.2. ปากกามาร์กเกอร์ 

หมายเหตุ: ปากกามาร์กเกอร์สาํหรับเขียนบนหลอดและไวแอลควรมปีลายแหลม และหมึกแห้งเร็วไม่ลบเลือน  

8.3. ฉลาก  

หมายเหตุ: ฉลากและหมึกแบบไครโอเจนิกตอ้งเหมาะสาํหรับ -80°ซ หรืออณุหภูมิในการจดัเก็บ LN2 ในเฟสไอ 

9. อุปกรณ์ป้องกันส่วนบุคคล 

หมายเหตุ: ตอ้งมอีปุกรณป้์องกนัส่วนบุคคลที่เหมาะสาํหรับใชก้บัจุลชีพก่อโรคทางเลือด 

ปฏิบติัตามแนวทางและแนวปฏิบติัสาํหรับการจดัการผลิตภณัฑเ์ลือดของห้องปฏิบติัการในทอ้งถิ่น 

9.1. เส้ือคลุมหรือชุดคลุมสาํหรับใส่ในห้องปฏิบติัการ 

9.2. อุปกรณ์ป้องกนัดวงตา 

9.3. ถุงมอืไนไตรลช์นิดไม่มีแป้งหรือส่ิงที่เทียบเท่า 
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9.4. ถุงมอืไครโอ  

9.5. กระบงัป้องกนัใบหนา้ (ที่มีแผ่นปิดคาง หากขอ้บงัคบัดา้นชีวนิรภยัในทอ้งถิ่นแนะนาํว่าควรมีหรือกาํหนดไว)้ ซ่ึงจาํเป็นเมื่อทาํงานกบั LN2 

10. รีเอเจนต์ 

10.1. ตอ้งจดัซ้ือรีเอเจนตป์ราศจากเช้ือและใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic technique) 

10.1.1. เก็บขวดที่เปิดแลว้ไวท้ีอุ่ณหภูมทิี่ผูผ้ลิตแนะนาํจนกว่าจะใชห้มด จนกว่าจะไดรั้บคาํแนะนาํให้ทิ้งดา้นล่าง หรือจนกว่าจะถงึวนัหมดอายขุองผูผ้ลิต 

แลว้แต่ว่าเหตุการณ์ใดเกิดข้ึนก่อน  

10.1.2. ดูภาคผนวก E สาํหรับผลิตภณัฑท์ี่แนะนาํ 

10.1.3. ทิ้งหากมีร่องรอยการปนเป้ือนทีส่ามารถมองเห็นได ้เช่น มลีกัษณะขุ่น 

10.2. รีเอเจนตส์าํหรับการลา้งและการเจือจาง (WDR) 

10.2.1. 1X สารละลายเกลอืสมดุลของแฮงกส์ (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS) ที่ไม่มีแคลเซียมหรือแมกนีเซียมแบบพร้อมใชง้าน 

10.2.2. 1X นํ้าเกลือทีบ่ฟัเฟอร์ดว้ยฟอสเฟต (Phosphate-Buffered Saline, PBS) ที่ไม่มีแคลเซียมหรือแมกนีเซียมแบบพร้อมใชง้าน 

10.3. ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (ความหนาแน่น 1.077 กรัม/มิลลิลิตร) 

10.3.1. ตวักลางปราศจากเช้ือแบบพร้อมใชง้านสาํหรับการแยกลิมโฟไซตข์องมนุษยจ์ากเลือดส่วนปลาย ซ่ึงไดล้ิมโฟไซตใ์นปริมาณมาก 

10.3.2. ดูภาคผนวก E สาํหรับผลิตภณัฑท์ี่แนะนาํ 

10.4. หลอดแยกเซลลท์ี่มีตวักั้นแบบฟริต (CSTFB หากใช)้ จาํเป็นสาํหรับ HVTN เวน้แต่จะมีหมายเหตุทางเลือกไวใ้น SPLI/LPC/LM ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยั 

10.4.1. ระบบ CSTFB ที่ไมเ่ติมสาร (รวม CSTFB แห้งกบัตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 1.077) 

10.4.1.1. ปลอ่ยให้ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (DGM) อยูท่ี่อุณหภูมห้ิอง (15 ถงึ 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) 

ปกป้องให้พน้แสง 

10.4.1.2. ทาํงานใน BSC โดยปฏิบติัตามเทคนิคปลอดเช้ือ 

10.4.1.3. บนัทึกขอ้มลู CSTFB และ DGM ทีเ่ก่ียวขอ้งโดยตรงจากบรรจุภณัฑห์รือขวดทีใ่ชล้งในแผ่นงาน PBMC CSTFB 

ที่เตรียมไวล้่วงหนา้ตอ้งมฉีลากที่มขีอ้มลูที่จาํเป็นทั้งหมด วนัที่เตรียม และช่ือยอ่ของบุคคลทีเ่ตรียมหลอด 

10.4.1.4. เตรียมหลอดโดยการปิเปตปริมาตรของ DGM ที่เหมาะสาํหรับขนาดของหลอด CSTFB ที่ใช ้(ตามหมายเหตุดา้นล่าง) 

 

ความจุของหลอด (มลิลลิิตร) ปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (มิลลิลิตร) 

50 มิลลิลิตร 15 มิลลิลิตร 

 

10.4.1.5. ปิดฝา CSTFB พร้อมกบัเติม DGM และป่ันเหว่ียงที ่800 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 30 วินาที (หรือตั้งเวลาตํ่าสุดมากกว่า 30 วินาท)ี ทีอ่ณุหภูมิห้อง (15 

ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

10.4.1.6. ตอนน้ี DGM ควรอยูใ่ตต้วักั้นแบบฟริต ตรวจสอบหลอดเพือ่หาช่องว่างหรือฟองอากาศขนาดใหญ่ระหว่างชั้น DGM และตวักั้นแบบฟริต หรือเพือ่หา 

DGM ที่ยงัคงอยูเ่หนือฟริต 

10.4.1.7. หากมีช่องว่างหรือฟองอากาศขนาดใหญใ่ตฟ้ริต ให้เติมตวักลางเพิ่มเติม ป่ันเหว่ียง CSTFB อกีคร้ังที ่ 

800-1000 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 30 วินาทถีึง 1 นาที (เลือกการตั้งค่าเคร่ืองป่ันเหว่ียงทีต่ ํ่าสุด) และตรวจสอบซํ้า 

10.4.1.8. หากมีของเหลว (DGM) เหนือฟริต ให้ป่ันเหว่ียง CSTFB อีกคร้ังที ่800-1000 x แรงโนม้ถว่ง เป็นเวลา 30 วินาทถีึง 1 นาที 

(เลือกการตั้งค่าเคร่ืองป่ันเหว่ียงที่ตํ่าสุด) หากสารละลายเกรเดียนตข์องความหนาแน่นใด ๆ ยงัคงอยูเ่หนือฟริตหลงัจากการป่ันเหว่ียงซํ้า 

ให้นาํออกโดยการปฏิบติัตามเทคนิคปลอดเช้ือ 

10.4.1.9. ปฏิบติัตามคาํแนะนาํในการจดัเก็บตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นของผูผ้ลติ 

10.4.2. CSTFB ที่เติมสารไวล้่วงหนา้ (ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 1.077)  

หมายเหตุ: ความจุของหลอดที่จาํเป็นจะขึ้นอยูก่บัปริมาตรของเลือดครบที่เก็บในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) 

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ไมอ่นุญาตให้ใช ้CSTFB ที่จดัซ้ือในรูปแบบเติมสารไวล้่วงหนา้ 

• ปกป้องให้พน้แสง 

• ลกัษณะขุ่นบ่งช้ีถงึการเส่ือมสภาพของผลิตภณัฑ ์ทิ้งหากสงัเกตเห็นร่องรอยการปนเป้ือนที่สามารถมองเห็นได ้
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• ปลอ่ยให้ CSTFB ที่เติมสารไวล้่วงหนา้อยูท่ีอุ่ณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) 

ก่อนใชง้าน 

10.5. รีเอเจนตส์าํหรับการแช่แขง็ 

10.5.1. ตอ้งมซีีรัมจากตวัอ่อนววั (Fetal Bovine Serum, FBS) ทีถู่กลดฤทธ์ิดว้ยความร้อน (ดูหวัขอ้ 11.1 FBS 

ที่ถูกลดฤทธ์ิดว้ยความร้อนสาํหรับรายละเอียดการจดัการและการบริหารจดัการ) 

หมายเหตุสาํหรับ HVTN และการศึกษาร่วมกับ HVTN: เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS ที่ไดรั้บอนุมติัจาก HVTN ให้ห้องปฏิบติัการ 

ผูจ้าํหน่ายและรุ่นที่ผลิตของ FBS ที่ไดรั้บอนุมติัจาก HVTN จะไมส่ามารถจดัซ้ือนอกห่วงโซ่อปุทาน/กระบวนการของ HVTN ได ้ 

10.5.1.1. ตรวจสอบรายช่ือผูจ้าํหน่ายที่ควรเลอืกกบัเครือข่ายทีเ่ก่ียวขอ้ง  

10.5.1.2. ขอใบรับรองผลการวิเคราะห์ (certificate of analysis) จากผูจ้าํหน่ายเกบ็ไวเ้ป็นบนัทกึเก่ียวกบัการควบคมุคุณภาพของห้องปฏิบติัการในทอ้งถิ่น 

หมายเหตุ: อาจตอ้งใชส้าํเนาใบรับรองผลการวิเคราะห์ FBS ในการส่งออก (หรือนาํเขา้) แอลิควอตของ PBMC ระหว่างประเทศ 

10.5.1.3. FBS ทีเ่กบ็แบบแช่แขง็ (≤ -20°ซ/ตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิต) สามารถใชไ้ดจ้นถงึวนัหมดอายขุองผูผ้ลิต 

10.5.1.4. FBS ทีล่ะลายแลว้และเกบ็ไวท้ี ่2 ถงึ 8°ซ จะมีความคงตวัเป็นเวลาหน่ึงเดือนปฏิทิน 

10.5.2. ไดเมทลิซลัฟอกไซด ์(DMSO) เกรดสาํหรับการเพาะเลี้ยงเซลล ์

10.5.2.1. ใช ้DMSO เกรดสาํหรับการเพาะเลี้ยงเซลล ์ 

10.5.2.2. เก็บขวดที่เปิดแลว้ไวท้ีอุ่ณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ตรวจสอบขวดเพือ่ดูวนัหมดอายแุละทิ้งหากหมดอาย ุ

10.5.2.3. เมื่อเปิดแลว้ DMSO ที่ยงัไม่เจือจาง เมือ่ปกป้องให้พน้แสงและความช้ืน จะมีความคงตวัทีอุ่ณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ 

โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) เป็นเวลา 6 เดือน (หรือจนถงึวนัหมดอายขุองผูผ้ลิต หากวนัดงักล่าว < 6 เดือนนบัจากวนัที่เปิด) 

แกไ้ขฉลากบนขวดให้ตรงกบัวนัหมดอายใุหม่  

10.5.2.4. ใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือเมือ่นาํ DMSO ออกจากขวดเพื่อหลีกเลี่ยงการปนเป้ือนทีอ่าจเกิดขึ้นได ้

10.5.2.5. ทิ้งส่ิงที่อยูใ่นขวดที่เปิดแลว้หากสงัเกตเห็นร่องรอยการปนเป้ือนทีส่ามารถมองเห็นได ้

10.5.2.6. อาจแอลคิวอตรีเอเจนตใ์นปริมาณเล็กนอ้ยเพือ่ช่วยรักษาความปราศจากเช้ือ ติดฉลากแอลคิวอตดว้ย “DMSO” ช่ือผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นที่ผลิต 

วนัที่เปิด/แอลิควอต วนัหมดอาย ุ(หกเดือนนบัจากวนัทีเ่ปิดหรือวนัหมดอายจุากขวดดั้งเดิม แลว้แต่ว่าวนัใดจะถงึกอ่น) และช่ือยอ่ของเจา้หนา้ที่เทคนิค 

ปกป้องแอลิควอตให้พน้แสง 

10.5.3. สารฆ่าเช้ือ 

10.5.3.1. ขวดสเปรยส์ารฆ่าเช้ือเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร 

10.5.3.2. ถว้ยหรือบีกเกอร์และขวดสเปรยส์าํหรับสารฟอกขาว 10% โดยปริมาตร/ปริมาตร (ตอ้งทาํเป็นรายวนั) 

10.5.3.3. สารฆ่าเช้ืออื่น ๆ ตามที่ระบุไวใ้นนโยบายของห้องปฏิบติัการในทอ้งถิ่น 

10.6. รีเอเจนตส์าํหรับการนบัเซลล ์

หมายเหตุ: ขอ้กาํหนดสาํหรับรีเอเจนตส์าํหรับการนบัจะแตกต่างกนัไดโ้ดยข้ึนอยูก่บัวิธีการที่ใช ้ดู 

SOP/คาํแนะนาํที่ไดรั้บอนุมติัจากเครือข่ายสาํหรับวิธีการที่ใช ้ไมอ่นุญาตให้ใชก้รดแกลเชียลแอซีติกสาํหรับการนบัดว้ยมือของ HVTN 

10.6.1. สารละลายทริแพนบล ู0.4% 

10.6.2. เลือกได:้ สามารถใชส้ารละลายคริสตลัไวโอเล็ต 0.05% ในการยอ้มสีนิวเคลียสของเซลล ์

เพื่อให้สามารถระบุและนบัเซลลท์ี่มีนิวเคลียสเดียวโดยใชฮี้มาไซโตมิเตอร์ หากตอ้งการดูความอยูร่อดได ้

ตอ้งดาํเนินการนบัดว้ยมือคร้ังที่สองโดยใชสี้ทริแพนบล ูสารละลายคริสตลัไวโอเล็ต 0.05% ม:ี สีคริสตลัไวโอเล็ต 0.05 กรัม, กรดแกลเชียลแอซีติก 2 มิลลิลิตร 

และ H2O กลัน่หรือปราศจากไอออน 98 มิลลิลิตร 

11. การเตรียมรีเอเจนต์ 

11.1. FBS ทีถู่กลดฤทธ์ิดว้ยความร้อน (HI-FBS) 

หมายเหตุ: สามารถสั่งซ้ือ HI-FBS จากผูผ้ลติ หรือสามารถสัง่ซ้ือ FBS จากผูผ้ลิต และลดฤทธ์ิดว้ยความร้อนในห้องปฏิบติัการ 

ปฏิบติัตามคาํแนะนาํเหล่าน้ีสาํหรับการละลาย การแอลิควอต และการใช ้ 

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS ที่ไดรั้บอนุมติัจาก HVTN ให้ห้องปฏิบติัการในลกัษณะที่ถูกลดฤทธ์ิดว้ยความร้อนแลว้ ผูจ้าํหน่ายและรุ่นที่ผลิตของ 

FBS ที่ไดรั้บอนุมติัจาก HVTN โดยปกติจะไม่สามารถจดัซ้ือนอกห่วงโซ่อปุทาน/กระบวนการของ HVTN ได ้
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11.1.1. นาํ FBS ออกจากตูแ้ช่แขง็ 

11.1.2. ควรละลายในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) หรือละลายเป็นเวลาหลายชัว่โมงทีอุ่ณหภูมิห้อง (15 ถงึ 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) ห้ามปล่อยให้ 

FBS อยูท่ี่อณุหภูมิห้องเป็นเวลาใด ๆ ที่นานกว่าที่จาํเป็นในการดาํเนินกระบวนการละลายให้เสร็จส้ิน 

11.1.3. ค่อย ๆ หมุนหลอดสองหรือสามคร้ังตลอดเวลาทีท่าํการละลาย 

11.1.4. ปฏิบติัตามคาํแนะนาํเพิม่เติมหาก FBS ไมถ่กูลดฤทธ์ิดว้ยความร้อน หากผูผ้ลิตทาํการลดฤทธ์ิของ FBS ดว้ยความร้อนแลว้ ให้ขา้มไปที่ 11.1.5 

11.1.4.1. ใส่ FBS ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ56°ซ (55 ถึง 57°ซ) ตรวจติดตามอุณหภูมิของอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมอิยา่งระมดัระวงั 

อุณหภูมทิี่สูงกว่าน้ีสามารถทาํให้ส่วนประกอบของ FBS เส่ือมสภาพได ้

หมายเหตุ: ระดบันํ้าในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิควรเลยระดบัของ FBS ในขวด แต่ไม่ควรถงึฝาขวด การทาํเช่นน้ีจะช่วยให้แน่ใจว่ามกีารให้ความร้อน 

FBS เท่า ๆ กนัและหลกีเลี่ยงการปนเป้ือน 

11.1.4.2. เมื่ออุณหภูมิของอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมกิลบัมาที ่56°ซ (55 ถึง 57°ซ) ให้ความร้อน FBS เป็นเวลา 30 นาท ีโดยทาํการผสมทุก 5 ถึง 10 นาท ี

การให้ความร้อนเป็นเวลานานกว่าน้ีสามารถทาํให้ส่วนประกอบของ FBS เส่ือมสภาพได ้

หมายเหตุ: ทาํความสะอาดขวดดว้ยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร ก่อนเปิด 

11.1.5. ค่อย ๆ ผสม HI-FBS แต่ทัว่ถงึโดยใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือ 

11.1.6. แอลิควอตลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม มขีีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเช้ือขนาด 50 มิลลิลิตร ที่ติดฉลากแลว้ 

หรือแอลิควอตขนาดอื่น ๆ ที่เหมาะสาํหรับปริมาณงานที่คาดไว ้

หมายเหตุ: ฉลากควรระบุว่าหลอดเหล่าน้ีเป็น “HI-FBS” และระบช่ืุอผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นที่ผลิต วนัที่แอลิควอต สภาวะในการจดัเกบ็ 

วนัหมดอายดุั้งเดิมของผูผ้ลิต และช่ือยอ่ของเจา้หนา้ที่เทคนิค FBS มีความคงตวัเป็นเวลา 1 เดือน (หากช่วงเวลา 1 เดือนไม่เกินวนัหมดอายดุั้งเดิมของผูผ้ลิต) ที่ 

2 ถงึ 8°ซ หรือจนถึงวนัหมดอายดุั้งเดิมของผูผ้ลิตหากเกบ็ไวท้ี่ -20°ซ 

อยา่ลืมอปัเดตวนัหมดอายแุละสภาวะในการจดัเก็บบนแอลิควอต/ขวดที่นาํออกจากการจดัเก็บ -20°ซ เพือ่ใชง้าน 

11.1.7. แช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) หลอดแอลิควอตในจาํนวนที่จาํเป็นสาํหรับปริมาณงานที่คาดไว ้ผสมให้เขา้กนัดีกอ่นใชง้าน ควรแช่แขง็หลอดแอลคิวอตที่ไม่ตอ้งใชท้นัท ี

และหลอดแอลิควอตจะมีความคงตวัจนถึงวนัหมดอายดุั้งเดิมของผูผ้ลิต 

หมายเหตุ: รอบการแช่แขง็/การละลายซํ้า ๆ จะมีผลไม่พึงประสงคต่์อคุณภาพของ FBS ห้ามแช่แขง็แอลิควอตที่เก็บไวท้ี่อณุหภูมิแช่เยน็ซํ้ าอีก 

11.1.7.1. ในการใชแ้อลิควอตทีถู่กแช่แขง็ ควรละลายล่วงหนา้ในตูแ้ช่เยน็ขา้มคืน หรือละลายทีอุ่ณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ 

โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) เป็นเวลาหลายชัว่โมง ห้ามปลอ่ยให้ FBS อยูท่ี่อณุหภูมิห้องเป็นเวลาใด ๆ 

ที่นานกว่าที่จาํเป็นในการดาํเนินกระบวนการละลายให้เสร็จส้ิน  

11.1.7.2. เมื่อละลายแลว้ FBS จะมคีวามคงตวัเป็นเวลา 1 เดือนที่ 2 ถงึ 8°ซ หรือวนัหมดอายจุากขวดดั้งเดิม แลว้แต่ว่าวนัใดจะถงึก่อน 

อยา่ลืมอปัเดตวนัหมดอายแุละสภาวะในการจดัเก็บบนแอลิควอต/ขวดที่นาํออกจากการจดัเก็บ -20°ซ เพือ่ใชง้าน ผสมให้เขา้กนัดีกอ่นใชง้าน 

11.2. สารละลายสาํหรับการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง (CPS) ใหม่ ๆ 

11.2.1. ส่วนประกอบของ CPS 

 

ส่วนประกอบ ร้อยละ (โดยปริมาตร/ปริมาตร) 

DMSO 10% 

FBS (ทีถู่กลดฤทธ์ิดว้ยความร้อน) 90% 

 

11.2.2. การเตรียม CPS 

11.2.2.1. ใชห้ลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 15 มลิลิลิตร หรือ 50 มลิลิลิตร แบบใชแ้ลว้ทิง้ ปราศจากเช้ือ และติดฉลากแลว้เพื่อบรรจุ CPS ที่เตรียมไว ้

หมายเหตุ: การผสม DMSO และ FBS เป็นปฏิกิริยาแบบคายความร้อน (exothermic reaction) 

11.2.2.2. ตอ้งเตรียม CPS ล่วงหนา้และทาํให้เยน็ในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 30 นาทีหรือในอ่างนํ้าแขง็ควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 15 

นาทีก่อนใชง้าน 

หมายเหตุ: สามารถเกบ็ CPS ไวท้ี่ 2 ถงึ 8°ซ เป็นเวลา 1 วนัทาํการ (<18 ชัว่โมง) 
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11.2.3. ใชสู้ตรดา้นล่างเพื่อประมาณปริมาตรของ CPS ในการเตรียมการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ยของ PBMC นอกจากน้ียงัแสดงตวัอยา่งไวด้ว้ย 

 

เลือดครบที่สามารถใช้ได้ (มิลลิลิตร) x เซลล์ที่ได้ (เซลล์/มิลลิลิตร) x ความเข้มข้นของการแช่แขง็จนแขง็ (มิลลิลิตร/เซลล์) = CPS ที่ประมาณไว้ (มิลลิลิตร) 

ปัดเศษผลลัพธ์นีขึ้น้ให้เป็นค่ามิลลิลิตรเตม็ทีใ่กล้ที่สุด 

 

หมายเหตุ: ปริมาตรของเลอืดครบทีส่ามารถใชไ้ด ้(UWBV) คือปริมาตรทั้งหมดของเลือดครบที่ถูกทาํกระบวนการ 

(ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใชไ้ดอ้าจไม่เท่ากบัความจุของหลอด)  

หมายเหตุ: เมื่อทาํกระบวนการเลือดที่เกบ็ในหลอด ACD จะรวมถึงทั้งความจุจากการเจาะและสารกนัเลอืดเป็นลิ่มชนิดของเหลวเมือ่พิจารณาปริมาตรสูงสุด 

การวดั และการคาํนวณเซลลท์ี่ได ้ 

• ตวัอยา่งเช่น หลอด ACD ขนาด 8.5 มิลลลิิตร มีสารกนัเลอืดเป็นลิ่ม 1.5 มลิลลิิตร และจะเจาะเลือดปริมาตรสูงสุดที ่8.5 มลิลลิิตร 

เมื่อประมาณและวดัหลอด ACD ความจุสูงสุดจะอยูท่ี่ 10.0 มิลลิลิตรต่อหลอดเจาะเลือดขนาด 8.5 มิลลิลิตร (เลอืดครบ 8.5 มิลลิลิตร + 

สารกนัเลอืดเป็นลิ่มชนิดของเหลว 1.5 มิลลิลติร =10.0 มิลลิลิตร) 

หมายเหตุ: ควรทาํชุดการผลติของ CPS ล่วงหนา้ก่อนที่จะไดป้ริมาตรของเลือดครบที่สามารถใชไ้ดท้ี่วดัได ้หากตอ้งการทาํเช่นน้ี 

ให้ดาํเนินการคาํนวณขา้งตน้โดยใชป้ริมาตรของเลือดครบสูงสุดทีค่าดไว ้(นัน่คือ 

ความจุของหลอดเกบ็ที่มีสารกนัเลอืดเป็นลิ่มคูณดว้ยจาํนวนหลอดที่คาดไวท้ี่จะเก็บในนดัหมาย) เมือ่เตรียม CPS 

ห้องปฏิบติัการควรพิจารณาผลที่ไดโ้ดยเฉลี่ยที่ไดม้าดว้ยประชากรผูเ้ขา้ร่วม เร่ิมดว้ยเซลลท์ี่ไดเ้ฉลี่ย 1.5 x 106 เซลล/์1.0 มิลลลิิตร สาํหรับการคาํนวณคร้ังแรก 

ตรวจติดตามการใช ้CPS รายวนัเพือ่เพิ่มประสิทธิภาพให้สูงทีสุ่ดและลดของเสียให้ตํ่าทีสุ่ด  

• ตวัอยา่งเช่น หากทิง้ CPS ปริมาณมากเป็นประจาํในตอนทา้ยวนั ให้ปรับเซลลท์ี่ไดล้งเพือ่ให้สะทอ้นถงึประชากรผูเ้ขา้ร่วมไดแ้ม่นยาํย่ิงข้ึน 

หากการคาํนวณทาํให้ไดป้ริมาตรของ CPS ที่ไม่เพียงพอ นัน่คอื ตอ้งทาํชุดการผลิตหลายชุด เพิ่มเซลลท์ี่ไดใ้นการคาํนวณ 

หรือพิจารณาเพิ่มปริมาตรสุดทา้ยเป็นอตัราร้อยละที่คงที ่เช่น 20%  

 

ตัวอย่าง: เลอืดของผูใ้หญ—่ชุดการผลิตรายวนัของ CPS - นดัหมายตามตารางเวลาหลายคร้ัง:  

• ความเขม้ขน้เป้าหมายของการแช่แขง็จนแขง็ (มิลลลิิตร/เซลล)์ สาํหรับทั้งหมดคือ (1.0 มลิลิลิตร/15 x 106 เซลล)์ หรือ 15 ลา้นเซลลท์ีถู่กแช่แขง็ใน 

CPS 1 มิลลิลิตร (V2)  

• คาํนวณปริมาตรทั้งหมดทีค่าดไว:้ 

หมายเหตุ: อยา่ลมืรวมสารกนัเลอืดเป็นลิ่มชนิดของเหลวเมือ่คาํนวณปริมาตรทั้งหมดที่คาดไวจ้ากหลอด ACD หลอด NaHep และ EDTA 

ไม่มีสารกนัเลือดเป็นลิ่มชนิดของเหลว ดงันั้น ปริมาตรของหลอดตามทีบ่นัทกึไวใ้นคาํขอของห้องปฏิบติัการจึงเป็นปริมาตรสูงสุดทีเ่ป็นไปได ้

o นดัหมายตามตารางเวลาคร้ังแรกรวมถึงหลอด ACD 18 x 8.5 มลิลลิิตร สาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 

o นดัหมายตามตารางเวลาคร้ังทีส่องรวมถงึหลอด ACD 8 x 8.5 มิลลิลิตร ACD สาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 

o นดัหมายตามตารางเวลาคร้ังทีส่ามรวมถึงหลอด NaHep 8 x 10.0 มลิลิลิตร สาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC  

o หลอดทั้งหมดที่คาดไว ้(18+8+8) = 34, 34 หลอด x 10.0 มิลลิลิตร = ปริมาตรสูงสุดที่คาดไว ้340.0 มลิลลิิตร 

เลือดครบท่ีสามารถใช้ได้ x เซลล์ท่ีได้ x 
ความเข้มข้นของ 

การแช่แขง็จนแขง็ = 
CPS ท่ีประมาณไว้ท่ีจะเตรียม 

(340.0 มิลลลิิตร) x 
(1.5 x 106 เซลล/์ 

1 มิลลิลิตร) x 
(1.0 มลิลลิิตร/15 x 106 เซลล)์ = 34.0 มิลลิลิตร 

 

ตัวอย่าง: เลอืดของผูใ้หญ—่การเก็บเลือดในปริมาตรมาก ความเขม้ขน้เป้าหมายของการแช่แขง็จนแขง็ (มลิลิลิตร/เซลล)์ คือ (1.0 มิลลิลิตร/15 x 106 เซลล)์ หรือ 

15 ลา้นเซลลท์ีถู่กแช่แขง็ใน CPS 1 มิลลลิิตร (V2) ชุดการผลิตของ CPS ทีส่ร้างข้ึนหลงัจากวดั UWBV 

เลือดครบท่ีสามารถใช้ได้ x เซลล์ท่ีได้ x ความเข้มข้นของการแช่แขง็จนแข็ง = CPS ท่ีประมาณไว้ท่ีจะเตรียม 

(135.0 มิลลลิิตร) x 
(1.5 x 106 เซลล/์ 

1 มิลลิลิตร) x 
(1.0 มลิลลิิตร/15 x 106 เซลล)์ = 14.0 มิลลิลิตร 

 

ตัวอย่าง: เลอืดของผูใ้หญ—่การเก็บเลือด NaHep 8 x 10.0 มลิลลิิตร ความเขม้ขน้เป้าหมายของการแช่แขง็จนแขง็ (มิลลิลิตร/เซลล)์ คือ (1.0 มลิลลิิตร/10 x 106 

เซลล)์ หรือ 10 ลา้นเซลลท์ี่ถูกแช่แขง็ใน CPS 1 มลิลลิิตร (V2) ชุดการผลิตของ CPS ที่สร้างข้ึนหลงัจากวดั UWBV 



กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐานเก่ียวกับ 

การทํากระบวนการกับ PBMC ข้ามเครือข่าย 

 

 

 หนา้ 12 ของ 36 หนา้ 

                    

 

เลือดครบท่ีสามารถใช้ได้ x เซลล์ท่ีได้ x ความเข้มข้นของการแช่แขง็จนแข็ง = CPS ท่ีประมาณไว้ท่ีจะเตรียม 

(80.0 มลิลลิิตร) x 
(1.5 x 106 เซลล/์ 

1 มิลลิลิตร) x 
(1.0 มลิลลิิตร/10 x 106 เซลล)์ = 12.0 มิลลิลิตร 

 

11.2.4. ใชสู้ตรต่อไปน้ีในการคาํนวณปริมาณ DMSO และ FBS ที่จาํเป็น 

 

CPS = DMSO 1 ส่วน + FBS 9 ส่วน 

ตัวอย่าง: 

ปริมาตรของ CPS ท่ีประมาณไว้ 
ปริมาตรของ DMSO = 

(.1)(ปริมาตรของ CPS) 

ปริมาตรของ HI-FBS = 

ปริมาตรของ CPS – ปริมาตรของ DMSO 

ปริมาตรสุดท้ายของ CPS = 

ปริมาตรของ DMSO + 

ปริมาตรของ FBS 

10.0 มิลลิลิตร 1.0 มิลลลิิตร 9.0 มิลลลิิตร 10.0 มิลลิลิตร 

5.0 มิลลลิิตร 0.5 มิลลลิิตร 4.5 มิลลลิิตร 5.0 มิลลลิิตร 

 

11.2.5. บนัทึกปริมาตรของ CPS, DMSO และ FBS ในแผ่นงาน PBMC หากสร้างชุดการผลิตที่ใชร่้วมกนั 

แนะนาํให้บนัทึกเวลาทีส่ร้างและช่ือยอ่ของบุคคลทีส่ร้างชุดการผลิตดงักล่าวดว้ยเช่นกนั 

12. บทนําและแนวทางเก่ียวกับการทํากระบวนการกับ PBMC 

มีหลกัการและขั้นตอนมาตรฐานที่ใชก้นัทัว่ไปในกระบวนการทาํกระบวนการกบั PBMC ทั้งหมด การแปรผนัจะเกิดข้ึนจากตวัเลือกเทคนิคการแยก (CSTFB เทียบกบัโอเวอร์เลยด์ว้ยมือ) 

การดาํเนินการกบัเลือด (การเจือจางโดยมหีรือไม่มีการเปลี่ยนพลาสมาเทียบกบัการเกบ็พลาสมาโดยตรง) ความเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลล ์และการแช่แขง็/การจดัเก็บ 

เลือกหวัขอ้กระบวนการที่เหมาะสมสาํหรับการแยกเซลลแ์ละการดาํเนินการกบัเลอืด และการแช่แขง็และการจดัเก็บตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและโครงการวิจยั 

13. การแยกเซลล์และการเจือจางเลือดด้วยหลอดแยกเซลล์ที่มีตัวก้ันแบบฟริต (CSTFB) โดยมีการเปล่ียนพลาสมา 

หวัขอ้ 13 สามารถใชไ้ดส้าํหรับเครือข่ายทั้งหมด ตรวจสอบขอ้กาํหนดของโครงการวิจยัและส่ือที่ม ีใชห้วัขอ้ 13 หรือหวัขอ้ 14 สาํหรับตวัอยา่งทีก่าํหนดให้ใด ๆ แต่ไม่ใช่ทั้งสองหวัขอ้ 

 

13.1. การแยกลมิโฟไซตจ์ากเลอืดส่วนปลายโดยใชห้ลอดแยก CSTFB ที่มกีารเติมตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (DGM) ทีอุ่ณหภูมห้ิอง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ 

โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) 

13.1.1. ดาํเนินการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตูชี้วนิรภยั (BSC) คลาส II ระดบัที่ 2 หรือสูงกว่า 

13.1.2. สเปรยบ์นพื้นผิว แท่นวาง และขวดรีเอเจนตท์ั้งหมดดว้ยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตรหรือสารฆ่าเช้ือทีเ่ทียบเท่าทุกคร้ังก่อนเขา้และใช ้BSC 

13.1.3. ดาํเนินกระบวนการทีอุ่ณหภูมห้ิอง (15 ถงึ 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) เวน้แต่จะหมายเหตุไวเ้ป็นอยา่งอื่น 

13.1.4. ใชปิ้เปตใหม่สาํหรับหมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้ร่วม (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลขและสารเติมแต่ง 

13.2. เตรียมตวัอยา่งเลอืดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุส้ินเปลอืง 

13.2.1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ (ดูหวัขอ้ 11 การเตรียมรีเอเจนต)์ ก่อนทาํกระบวนการหรืออยา่งเพียงพอล่วงหนา้ก่อนผสมกบั PBMC หากจาํเป็นตอ้งใช ้CPS 

เพิ่มเติม  

หมายเหตุ: ควรเตรียมชุดการผลติของ CPS ล่วงหนา้กอ่นเร่ิมขั้นตอนการทาํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ ตอ้งตรวจติดตามปริมาตรของชุดการผลิต 

และบนัทึกรายละเอียดทั้งหมดของการสร้างชุดการผลิตเพิ่มเติม (เมือ่จาํเป็น) ในแผ่นงาน PBMC 

13.2.2. เตรียมหลอด CSTFB ให้เพียงพอสาํหรับจดัการปริมาณเลือดสูงสุดที่คาดไว ้

13.2.2.1. สาํหรับหลอด CSTFB 50 มลิลิลิตร ให้วางแผนสาํหรับปริมาตรสูงสุดที ่20 มิลลลิิตร หรือ CSTFB หน่ึงหลอดสาํหรับหลอดเก็บเลือดขนาด 8.5-10.0 

มิลลลิิตร ทุกสองหลอด เคล็ดลบั: หารจาํนวนหลอดเกบ็ขนาด  

8.5-10.0 มลิลลิิตร ทั้งหมดที่จะไดรั้บดว้ย 2 หากผลลพัธ์เป็นเศษส่วน (จาํนวนหลอดเกบ็เลือดที่เป็นเลขคี่) ให้ปัดเศษขึ้นให้เป็นจาํนวนเต็มที่ใกลท้ีสุ่ด 

(นัน่คือ เพิ่มหลอด CSTFB อีกหน่ึงหลอด)  

13.2.2.2. ตวัอยา่ง: 

• นดัหมายที่ 1 มีหลอด NaHep 3 x 10.0 มิลลิลติร เตรียมหลอด CSTFB 2 หลอด 
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• นดัหมายที่ 10 มหีลอด ACD 10 x 8.5 มิลลิลติร เตรียมหลอด CSTFB 5 หลอด 

13.2.3. ตอ้งแน่ใจว่าหลอด CSTFB ที่ม ีDGM ทีเ่ตรียมไวม้ีอุณหภูมเิท่ากบัอุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) 

ก่อนเร่ิมขั้นตอนการทาํกระบวนการ 

13.2.4. ตรวจสอบหลอด CSTFB ที่เติมสารแลว้ดว้ยสายตาเพือ่ยืนยนัว่าไม่มีฟองอากาศขนาดใหญ่และช่องว่างอยูร่ะหว่าง DGM และตวักั้นแบบฟริต และไม่มี DGM 

อยูเ่หนือฟริตก่อนเติม WDR หรือเลือดลงในหลอด (ดูคาํแนะนาํในการเตรียม CSTFB ในหวัขอ้ 10.4 

สาํหรับคาํแนะนาํเก่ียวกบัการจดัการกบัปัญหาปริมาตรของ DGM เมือ่มีหมายเหตุไว)้  

13.2.5. รวบรวมหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม มขีีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลโิพรพลิีน ปราศจากเช้ือขนาด 50 มลิลลิิตร หลอดใหมใ่นจาํนวนเท่ากบั CSTFB 

ที่เตรียมไว ้(ดูหวัขอ้ 13.2.2) สาํหรับใชง้าน หลอด “ลา้ง” เหล่าน้ีจะใชส้าํหรับเซลลท์ี่เกบ็มาและขั้นตอนการลา้งที่ตามมา 

ขนาดของ CSTFB (มิลลิลิตร) ขนาดของหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม (มลิลิลิตร) 

50 50 

 

13.2.6. หากตอ้งมีการเปลี่ยนพลาสมา รวบรวมหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเช้ือขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร 

ที่เหมาะสาํหรับปริมาตรที่จาํเป็นของพลาสมาที่จะเกบ็ ติดฉลากดว้ย PTID สารกนัเลือดเป็นลิ่ม และอนุพนัธ์ (derivative) 

13.2.7. หากหลอดส่ิงส่งตรวจเยน็เมือ่สัมผสั (เน่ืองจากสภาวะโดยรอบทีเ่ยน็ เช่น การขนส่งในช่วงเดือนที่มอีากาศเยน็กว่า) 

ให้ปลอ่ยให้หลอดมีอุณหภูมิถึงอุณหภูมห้ิอง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) กอ่นทาํกระบวนการ 

13.2.8. ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดทั้งหมดที่ไดรั้บอยา่งระมดัระวงั จดัระเบียบหลอดปฐมภูมิเพื่อไมใ่ห้มีโอกาสที่หลอดจะผสมปะปนกนัระหว่าง PTID/PID 

หรือสารกนัเลอืดเป็นลิ่ม 

ข้อเสนอแนะ: วางหลอดทั้งหมดสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลข/สารกนัเลือดเป็นลิม่แต่ละชนิดในแท่นวางหน่ึงแท่น สามารถใชแ้ท่นวางคนละแท่นเพื่อแยก 

PTID หรือประเภทหลอด และใชป้ากกามาร์กเกอร์ที่มสีีต่างกนัสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลขเพื่อหลีกเลี่ยงความสบัสน 

13.3. การเปลีย่นพลาสมา 

หมายเหตุ: ดาํเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมาน้ีเฉพาะในกรณีที่ตอ้งการแอลคิวอตของพลาสมาจากหลอดเกบ็ PBMC ตามโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM เท่านั้น 

ไปที่ขั้นตอนที่ 13.4 หากไม่ตอ้งการแอลิควอตของพลาสมา 

13.3.1. ตอ้งทาํกระบวนการกบัหลอดเกบ็เลือดจาก PTID เดียวกนัและสารกนัเลอืดเป็นลิ่มเดียวกนัแยกกนั (ไม่รวมในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 50 มลิลิลิตร) 

เวน้แต่จะบ่งช้ีไวเ้ป็นอยา่งอื่นใน SPLI/LPC/LM ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยั  

13.3.2. ทาํเคร่ืองหมายปริมาตรของเลือดครบบนหลอดเกบ็แต่ละหลอดที่เมนิสคสั (meniscus) 

13.3.3. ป่ันเหว่ียงเลอืดครบที ่200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที บนัทกึเวลาที่เร่ิมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

13.3.4. ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 15 หรือ 50 มลิลลิิตร ที่ติดฉลากแลว้สาํหรับการป่ันเหว่ียงคร้ังที่สองเพือ่นาํเศษช้ินส่วนเซลลใ์ด ๆ ออก 

13.3.5. เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอเพือ่ทาํให้เลอืดกลบัมามีเลอืดครบในปริมาตรดั้งเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อในขั้นตอนที่ 13.4 

13.3.6. ทาํกระบวนการกบัพลาสมาให้เสร็จส้ินดว้ยการป่ันเหว่ียงพลาสมาที่เก็บมาที ่800 ถงึ 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีเพือ่ให้ไดแ้อลิควอต PL2 

หรือตามโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM ขั้นตอนน้ีอาจเกิดข้ึนในภายหลงัเมือ่ไม่ไดใ้ชเ้คร่ืองป่ันเหว่ียงสาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 

13.3.7. แอลิควอตพลาสมาที่ถกูป่ันคู ่(double spun) ลงในหลอดแอลิควอตที่ติดฉลากแลว้ตามที่ SPLI/LPC/LM ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัระบุไว ้

และทิ้งเศษช้ินส่วนเซลลท์ี่เหลือ 

13.4. การเจือจางเลอืดสาํหรับการแยก CSTFB 

หมายเหตุ: อตัราส่วนสูงสุดของเลอืดต่อ WDR ควรอยูท่ี่ประมาณ 2:1 ใชห้ลอด 50 มิลลลิิตร หน่ึงหลอดสาํหรับเลือดครบแต่ละ 12 ถงึ 20 มิลลิลิตร ใชห้ลอด CSTFB 

มากเท่าที่จาํเป็นเพื่อกระจายเลอืดทั้งหมดสาํหรับ PID/PTID แต่ละหมายเลข 

หมายเหตุ: ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นเป็นพิษต่อเซลล ์ควรทาํงานอยา่งรวดเร็วและมีประสิทธิภาพในระหว่างขั้นตอนการแยก  

13.4.1. ติดฉลาก CSTFB และหลอด “ลา้ง” สาํหรับการป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือทีส่อดคลอ้งกนัแต่ละหลอดดว้ย PTID (และสารกนัเลือดเป็นลิ่ม 

หากเหมาะสม) 

13.4.2. เติม WDR ลงใน CSTFB ที่เตรียมไวแ้ละติดฉลากแลว้แต่ละหลอดโดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเช้ือ: 

ขนาดของ CSTFB (มิลลิลิตร) ปริมาตรโดยประมาณของ WDR (มิลลลิิตร) 

50 5 

13.4.3. เติม WDR ลงในหลอด “ลา้ง” สาํหรับการป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือที่ติดฉลากไวล้่วงหนา้แต่ละหลอดโดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเช้ือ: 



กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐานเก่ียวกับ 

การทํากระบวนการกับ PBMC ข้ามเครือข่าย 
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ขนาดของ CSTFB  

(มิลลิลิตร) 

ขนาดของหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม  

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรที่เติมไวล้่วงหนา้ของ WDR 

(มิลลิลิตร) 

50 50 25 

13.4.4. เปิดฝาหลอดเลือดที่ใส่สารกนัเลือดเป็นลิ่ม หากไม่จาํเป็นตอ้งมีขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา/ไม่ไดด้าํเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา 

ให้บนัทกึเวลาที่นาํฝาออกเป็นเวลาทีเ่ร่ิมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

13.4.5. หากเลอืดในหลอดเก็บจบัตวัเป็นลิ่มหรือมีเมด็เลือดแดงแตกที่มองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า (grossly) ดูหวัขอ้ 6.3 

13.4.6. ใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเช้ือเพือ่ค่อย ๆ ผสมเลือดครบ แลว้ถา่ยเลอืดลงใน CSTFB ที่ติดฉลากแลว้  

หมายเหตุ: ตอ้งถ่ายเลอืดโดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยา 10 มิลลลิิตร ในปริมาณที่วดัไดท้ี่ 10.0 มิลลิลิตร จนกระทัง่เหลอืนอ้ยกว่า 10.0 มิลลิลิตร 

กระจายเลือดในหลอด CSTFB หลายหลอดโดยมีการเพิม่ข้ึนอยา่งคงที่เพื่อให้แน่ใจว่าจะสามารถติดตามปริมาตรไดอ้ยา่งแม่นยาํสาํหรับการวดั UWBV 

ตลอดการกระจายเลอืดครบ  

13.4.7. การถ่ายเลือดปริมาณทั้งหมด 15-20 มิลลลิิตร ทีเ่ป็นเป้าหมายลงใน CSTFB ที่ติดฉลากแลว้แต่ละหลอด ( 

ช่วงขยายดา้นลา่งจะอนุญาตให้ใชไ้ดใ้นบางสถานการณ์ซ่ึงช่วงเป้าหมายเป็นไปไม่ไดเ้ท่านั้น) ห้ามเร่ิมเติม CSTFB ขนาด 50 มิลลลิิตร หลอดใหม ่

เวน้แต่จะมีเลือด/เหลือเลอืดอยูข่ ั้นตํ่า 12 มิลลลิิตร 

 

ขนาดของ CSTFB (มิลลิลิตร) ปริมาตรโดยประมาณของเลือด (มิลลิลิตร)* 

50 15-20 (12 ถึง 22 จะอนุญาตให้ใชไ้ดใ้นบางสถานการณ์)  

*ปริมาตรของเลอืดที่ตํ่ากว่าน้ี โดยเฉพาะเมือ่มีฮีมาโทคริตตํ่า อาจทาํให้บฟัฟีโคต (buffy coat) ตกลงมาใกลก้บั/บนฟริต ทาํให้เกบ็ไดย้าก 

ปริมาตรของเลือดทีสู่งกว่าน้ีอาจส่งผลให้มส่ีวนประกอบที่ไมส่าํคญั (background)/เศษช้ินส่วนในส่ิงส่งตรวจมากข้ึน 

ดูแนวทางที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัสาํหรับปริมาตรของการเจาะเลอืดที่ตํ่ากว่าน้ี 

13.4.8. กาํหนดและบนัทกึการวดัปริมาตรของเลอืดครบที่สามารถใชไ้ดอ้ยา่งแม่นยาํภายใน 0.1 มิลลลิิตร 

หมายเหตุ: ปริมาตรของเลอืดครบทีส่ามารถใชไ้ดไ้ม่จาํเป็นตอ้งเท่ากบัขนาดของหลอด 

13.4.9. กลั้ว (rinse) หลอดเลอืดที่ใส่สารกนัเลอืดเป็นลิ่มดั้งเดิมแต่ละหลอดที่ม ีWDR โดยใชปิ้เปตปราศจากเช้ือ เติมปริมาตรที่กลั้วลงใน CSTFB 

โดยตอ้งแน่ใจว่าไม่เกินขีดจาํกดัของปริมาตรทั้งหมดของหลอด (WDR + เลือดครบ) 

ขนาดของ CSTFB (มิลลิลิตร) ขีดจาํกดัของปริมาตรทั้งหมดของหลอด (มิลลิลิตร) (เลือดครบ +WDR) 

50 30 

13.4.10. ปิดฝา CSTFB อยา่งระมดัระวงั 

 

13.5. การป่ันเหว่ียงความหนาแน่นและการเกบ็ CSTFB 

13.5.1. จบัหลอดในลกัษณะตั้งขึ้น วางลงในแท่นวาง และขนถา่ยไปยงัเคร่ืองป่ันเหว่ียง  

13.5.2. ป่ันเหว่ียงที่ 800 ถึง 1000 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 15 นาททีี ่15 ถึง 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) โดยปิดเบรก/ตั้งค่าเป็นศูนย ์

หมายเหตุ: หากเปิดเบรกไว ้จะทาํให้ชั้นแตกได ้

13.5.3. ในขณะที่หลอด CSTFB กาํลงัป่ันอยู ่ให้ทิง้หลอดเก็บทั้งหมดทีเ่ทสารออกจนว่างเปล่าแลว้โดยปฏิบติัตามแนวปฏิบติัทางห้องปฏิบติัการ 

ทาํความสะอาดพื้นผิวของ BSC และจดัระเบยีบสาํหรับขั้นตอนถดัไป 

13.5.4. ยืนยนัว่ามีหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือที่ติดฉลากแลว้ที่เติม WDR ไวล้่วงหนา้ (หลอด “ลา้ง”) ในจาํนวนที่ถกูตอ้งพร้อมอยูใ่น BSC 

สาํหรับขั้นตอนการเก็บ/การลา้ง  

13.5.5. เมื่อเคร่ืองป่ันเหว่ียงหยดุสนิทแลว้ คอ่ย ๆ นาํ CSTFB แต่ละหลอดออกจากเคร่ืองป่ันเหว่ียงเพือ่ไม่ให้รบกวนชั้นต่าง ๆ 

ใชแ้ท่นวางเพือ่รองรับหลอดและขนถ่ายไปยงั BSC อยา่งระมดัระวงั  

13.5.6. การป่ันเหว่ียงทาํให้ส่ิงทีอ่ยูใ่นหลอดแบ่งตวัเป็นชั้นที่แตกต่างกนัหกชั้น ซ่ึงรวมถงึฟริตดว้ย จากดา้นบนของหลอด ชั้นเหลา่น้ีไดแ้ก่: 

 

• พลาสมา + WDR 

• ชั้น PBMC 

• ตวักลางเกรเดียนตข์องควา

มหนาแน่น (DGM) 



กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐานเก่ียวกับ 

การทํากระบวนการกับ PBMC ข้ามเครือข่าย 
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• ฟริต 

 

• ตวักลางเกรเดียนตข์องควา

มหนาแน่น (DGM) 

• เซลลเ์ม็ดเลือดแดง (RBC) 

ที่อดัแน่นและแกรนูโลไซต ์

13.5.7. ตรวจสอบหลอดเพือ่หาปัญหาที่อาจเกิดข้ึนไดต่้อไปน้ี บนัทกึการสังเกตและการดาํเนินการติดตามผลใด ๆ 

ที่ดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

• การแตกของเม็ดเลอืดแดงในชั้นพลาสมา + WDR 

• ลิ่มเลอืดที่สามารถมองเห็นไดบ้นฟริตหลงัจากการป่ันเหว่ียง 

• ชั้น PBMC ไม่ดีเน่ืองจากขอ้ผิดพลาดในการป่ันเหว่ียง เช่น เวลาเร่งความเร็วหรือการเบรก ชั้น PBMC จะดูเลก็และไม่ชดัเจน 

ขณะที่ชั้นพลาสมา + WDR อาจขุ่นเลก็นอ้ย ดูภาคผนวก C สาํหรับการแกไ้ขปัญหา 

• ชั้น PBMC ที่เกิดขึ้นบนฟริตเน่ืองจากจาํนวนของ RBC จากการนบัหรือปริมาตรของฮีมาโทคริตที่ตํ่า 

• ชั้น RBC ทีอ่ยูติ่ดกบัใตแ้ละสัมผสักบัชั้น PBMC 

13.5.8. นาํส่วนพลาสมา-WDR สีค่อนขา้งเหลืองดา้นบนออกจนถึงภายใน 1 ถึง 2 เซนติเมตร ของแถบ PBMC สีขาวขุ่นทีอ่ยูต่รงรอยต่อ (interface) 

ระหว่างส่วนพลาสมา-WDR (สีค่อนขา้งเหลอืง) และสารละลายตวักลางสาํหรับการแยกที่มีลกัษณะใสโดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเช้ือใหม ่สาํหรับ 

PTID แต่ละหมายเลข ระวงัอยา่รบกวนชั้นเซลลใ์นระหว่างกระบวนการน้ี ทิง้ส่วนพลาสมา-WDR ตามนโยบายของห้องปฏิบติัการ 

หมายเหตุ: ในอีกทางเลือกหน่ึง อาจนาํแถบ PBMC สีขาวขุ่นออกโดยการสอดปิเปตผ่านชั้นพลาสมา-WDR ดา้นบนอยา่งระมดัระวงั 

13.5.9. เก็บเซลลท์ั้งหมดที่รอยต่อสีขาวขุ่นเหนือฟริตโดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเช้ือ 

ใชค้วามระมดัระวงัไม่ดูดตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นออกมากเกินกว่าที่จาํเป็น 

13.5.9.1. ถ่ายเซลลท์ี่เกบ็มาจาก CSTFB หน่ึงหลอดไปยงัหลอด “ลา้ง” 

สาํหรับการป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือที่ติดฉลากไวล้่วงหนา้ทีส่อดคลอ้งกนัหลอดเดียว (ทีเ่ตรียมตามหมายเหตุในหวัขอ้ 13.4) เติม WDR 

ในหลอดไวล้่วงหนา้เพื่อประหยดัเวลา 

13.5.10. ปิดฝา CSTFB ที่มีเซลลเ์ม็ดเลือดแดงและตวักลางสาํหรับการแยกที่เหลอือีกคร้ัง ทิง้ CSTFB 

โดยถือเป็นของเสียอนัตรายทางชีวภาพโดยปฏิบติัตามนโยบายของห้องปฏิบติัการ 

13.6. ตอ้งแน่ใจว่าบนัทึกองคป์ระกอบหลกัทั้งหมดตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการแลว้ ไปที่หวัขอ้ 15 

 

14. การแยกเซลล์ด้วยโอเวอร์เลย์หรืออันเดอร์เลย์ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือและการเจือจางเลือดด้วยการแยกเซลล์แบบเกรเดียนต์ของความ

หนาแน่นด้วยมือโดยมีการเปล่ียนพลาสมา 

 

หวัขอ้ 14 สามารถใชไ้ดส้าํหรับเครือข่ายทั้งหมด ตรวจสอบขอ้กาํหนดของโครงการวิจยัและส่ือที่ม ีใชห้วัขอ้ 13 หรือหวัขอ้ 14 สาํหรับตวัอยา่งทีก่าํหนดให้ใด ๆ 

แต่ไม่ใช่ทั้งสองหวัขอ้ 

 

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: HVTN ไม่แนะนาํให้ใชวิ้ธีอนัเดอร์เลย ์ตอ้งไดรั้บอนุมติัวิธีอนัเดอร์เลยล์่วงหนา้จากศูนยห้์องปฏิบติัการของ HVTN 

ก่อนใชส้าํหรับส่ิงส่งตรวจของโครงการวิจยั  

14.1. การแยกลมิโฟไซตจ์ากเลอืดส่วนปลายโดยใชวิ้ธีโอเวอร์เลยต์วักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นดว้ยมือ 

14.1.1. ดาํเนินการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตูชี้วนิรภยั (BSC) คลาส II ระดบัที่ 2 หรือสูงกว่า 

14.1.2. สเปรยบ์นพื้นผิว แท่นวาง และขวดรีเอเจนตท์ั้งหมดดว้ยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตรทุกคร้ังกอ่นเขา้และใช ้BSC 

14.1.3. ดาํเนินกระบวนการทีอุ่ณหภูมห้ิอง (15 ถงึ 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) เวน้แต่จะหมายเหตุไวเ้ป็นอยา่งอื่น 

เลือด 

ฟริต 

Ficoll 

เคร่ืองป่ันเหวี่ยง 

15 นาที 
1000 x 

PBMC 
  ชั้น Ficoll 

ฟริต 

พลาสมา 

RBC 

Ficoll 

เลือด 

ฟริต 

ตวักลางเกรเดียนต ์

ของความหนาแน่น 

(DGM) 

เคร่ืองป่ันเหว่ียง 

15 นาที 

800 ถึง 1000 x แรงโนม้ถ่วง 

ชั้น 

PBMC DGM 

ฟริต 

พลาสมา + 

WDR 

RBC 

DGM 



กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐานเก่ียวกับ 

การทํากระบวนการกับ PBMC ข้ามเครือข่าย 
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14.1.4. ใชปิ้เปตใหม่สาํหรับหมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้ร่วม (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลขและสารเติมแต่ง 

14.2. เตรียมตวัอยา่งเลอืดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุส้ินเปลอืง 

14.2.1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ (ดูหวัขอ้ 11 การเตรียมรีเอเจนต)์ ก่อนทาํกระบวนการหรืออยา่งเพียงพอล่วงหนา้ก่อนผสมกบั PBMC หากจาํเป็นตอ้งใช ้CPS 

เพิ่มเติม  

หมายเหตุ: ควรเตรียมชุดการผลติของ CPS ล่วงหนา้กอ่นเร่ิมขั้นตอนการทาํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ ตอ้งตรวจติดตามปริมาตรของชุดการผลิต 

และบนัทึกรายละเอียดทั้งหมดของการสร้างชุดการผลิตเพิ่มเติม (เมือ่จาํเป็น) ในแผ่นงาน PBMC 

14.2.2. ปลอ่ยให้ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอยูท่ี่อุณหภูมิห้อง (15 ถงึ 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) ดูหวัขอ้ 10 

รีเอเจนตส์าํหรับขอ้มลูเพิม่เติม  

14.2.3. รวบรวมหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม มขีีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลโิพรพลิีน ปราศจากเช้ือขนาด 50 มลิลลิิตร ให้เพียงพอสาํหรับจดัการขั้นตอนการเจือจาง 

โอเวอร์เลย/์อนัเดอร์เลย ์และการลา้งทั้งหมด 

14.2.4. หากตอ้งมีการเปลี่ยนพลาสมา รวบรวมหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเช้ือขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร 

ที่เหมาะสาํหรับปริมาตรที่จาํเป็นของพลาสมาที่จะเกบ็ ติดฉลากดว้ย PTID สารกนัเลือดเป็นลิ่ม และอนุพนัธ์ (derivative) 

14.2.5. หากหลอดส่ิงส่งตรวจเยน็เมือ่สัมผสั (เน่ืองจากสภาวะโดยรอบทีเ่ยน็ เช่น การขนส่งในช่วงเดือนที่มอีากาศเยน็กว่า) 

ให้ปลอ่ยให้หลอดมีอุณหภูมิถึงอุณหภูมห้ิอง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) กอ่นทาํกระบวนการ 

14.2.6. ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดทั้งหมดที่ไดรั้บอยา่งระมดัระวงั จดัระเบียบหลอดปฐมภูมิเพื่อไมใ่ห้มีโอกาสที่หลอดจะผสมปะปนกนัระหว่าง PTID 

หรือสารกนัเลอืดเป็นลิ่มภายในชุด PTID หน่ึงชุด 

ข้อเสนอแนะ: วางหลอดทั้งหมดสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลข/สารกนัเลือดเป็นลิม่แต่ละชนิดในแท่นวางหน่ึงแท่น สามารถใชแ้ท่นวางคนละแท่นเพื่อแยก 

PTID หรือประเภทหลอด และสามารถใชป้ากกามาร์กเกอร์ทีม่ีสีต่างกนัสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลขเพือ่หลกีเลีย่งความสับสน 

14.2.7. กาํหนดและบนัทกึการวดัปริมาตรของเลอืดครบที่สามารถใชไ้ดอ้ยา่งแม่นยาํภายใน 0.1 มิลลลิิตร โดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยา 10 มิลลลิิตร (หรือวิธีการอื่น ๆ 

ที่ไดรั้บอนุมติัจากเครือข่าย) ย ํ้าอกีคร้ังว่าปริมาตรของเลอืดครบทีส่ามารถใชไ้ดไ้ม่จาํเป็นตอ้งเท่ากบัขนาดของหลอด 

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ใชห้ลอดอา้งอิงหรือหลอดแบบกน้แหลมเพื่อจุดประสงคใ์นการวดั  

14.3. การเปลีย่นพลาสมา 

หมายเหตุ: ดาํเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมาน้ีเฉพาะในกรณีที่ตอ้งการแอลคิวอตของพลาสมาจากหลอดเกบ็ PBMC ตามโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM เท่านั้น 

ไปที่ขั้นตอนที่ 14.4 หากไม่ตอ้งการแอลิควอตของพลาสมา 

14.3.1. อาจทาํกระบวนการกบัหลอดเกบ็เลอืดจาก PTID เดียวกนัและสารกนัเลอืดเป็นลิ่มเดียวกนัแยกกนัหรือรวมในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 50 มลิลิลิตร 

(ไม่อนุญาตให้ทาํการรวมสาํหรับ HVTN) 

14.3.2. ทาํเคร่ืองหมายปริมาตรของเลือดครบบนหลอดเกบ็แต่ละหลอดที่เมนิสคสั (meniscus) 

14.3.3. ป่ันเหว่ียงเลอืดครบที ่200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที บนัทกึเวลาที่เร่ิมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

14.3.4. ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 15 หรือ 50 มลิลลิิตร ที่ติดฉลากแลว้สาํหรับการป่ันเหว่ียงคร้ังที่สองเพือ่นาํเศษช้ินส่วนเซลลใ์ด ๆ ออก 

14.3.5. เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอเพือ่ทาํให้เลอืดกลบัมามีเลอืดครบในปริมาตรดั้งเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อในขั้นตอนที่ 14.4 

14.3.6. ทาํกระบวนการกบัพลาสมาให้เสร็จส้ินดว้ยการป่ันเหว่ียงพลาสมาที่เก็บมาที ่800 ถงึ 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีเพือ่ให้ไดแ้อลิควอต PL2 หรือตาม 

SPLI/LPC/LM ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยั ขั้นตอนน้ีอาจเกิดข้ึนในภายหลงัเมือ่ไม่ไดใ้ชเ้คร่ืองป่ันเหว่ียงสาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 

14.3.7. แอลิควอตพลาสมาที่ถกูป่ันคูล่งในหลอดแอลิควอตที่ติดฉลากแลว้ตามที ่SPLI/LPC/LM ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัระบุไว ้และทิง้เศษช้ินส่วนเซลลท์ี่เหลือ 

14.4. การเจือจางเลอืดสาํหรับการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่นดว้ยมือ 

14.4.1. เปิดฝาหลอดเลือดที่ใส่สารกนัเลือดเป็นลิ่ม หากไม่จาํเป็นตอ้งมีขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา/ไม่ไดด้าํเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา 

ให้บนัทกึเวลาที่นาํฝาออกเป็นเวลาทีเ่ร่ิมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

14.4.2. หากหลอดมีการจบัตวัเป็นลิ่มที่มองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าหรือมเีม็ดเลือดแดงแตกที่มองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า ดูหวัขอ้ 6.3 

หมายเหตุ: อนุญาตให้ทาํการรวมบฟัฟีโคตตามแนวทางในภาคผนวก D: การรวมชั้นบฟัฟีโคตสาํหรับการแยก PBMC 

ดว้ยตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น ในการรวมบฟัฟีโคต ให้ปฏิบติัตามคาํแนะนาํในภาคผนวก D แทนการดาํเนินการตามขั้นตอนที่ 14.4.3 และ 14.4.4 
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14.4.3. ติดฉลากหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมแต่ละหลอดดว้ย PTID และสารกนัเลอืดเป็นลิ่ม 

ขนาดของหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม (มลิลิลิตร) ปริมาตรของเลือดโดยประมาณ (มิลลิลิตร)  

50 12 ถงึ 22 

15 4 ถงึ 5 

14.4.4. ถ่ายเลอืดไปยงัหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ปราศจากเช้ือที่ติดฉลากแลว้ และเติม WDR 

ในปริมาตรที่เพียงพอเพือ่เจือจางเลือดตามเอกสารกาํกบั (package insert) ของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

(อตัราส่วนสูงสุดของเลือดต่อสารทาํเจือจางควรอยูท่ี ่2:1) 

14.5. สาํหรับการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น: 

หมายเหตุ: ใชวิ้ธีโอเวอร์เลย ์(หวัขอ้ 14.5.1) หรือวิธีอนัเดอร์เลย ์(หวัขอ้ 14.5.2) แต่ไม่ใช่ทั้งสองวิธี 

14.5.1. วิธีโอเวอร์เลย:์ 

14.5.1.1. เตรียมหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือที่ติดฉลากแลว้สาํหรับแต่ละหลอดทีม่เีลือดที่เจือจางแลว้ 

14.5.1.2. เติมตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นในปริมาตรที่เหมาะสมลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือเปล่า  

หมายเหตุ: 

ปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นจะข้ึนอยูก่บัอตัราส่วนของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นต่อเลอืดทีเ่จือจางแลว้ตามที่ผูผ้ลิต

แนะนาํ 

14.5.1.3. ปิเปตเลอืดทีเ่จือจางแลว้บนดา้นบนของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอยา่งระมดัระวงัและชา้ ๆ 

ข้อเสนอแนะ: ค่อย ๆ ปลอ่ยให้ของผสมของ WDR-

เลือดที่เจือจางแลว้ไหลลงดา้นขา้งของหลอดและรวมที่ดา้นบนของพื้นผิวตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นโดยไมท่าํให้ระนาบของพื้นผิวแตก 

14.5.1.4. ปิดฝาหลอดอยา่งระมดัระวงั ไปที่หวัขอ้ 14.6 

14.5.2. วิธีอนัเดอร์เลย:์ 

14.5.2.1. ค่อย ๆ ผสมอยา่งทัว่ถงึเพือ่ลดการเกาะกลุ่ม (clumping) ของเซลลใ์นระหว่างการแยก 

เลือกได้: เติม WDR อกีปริมาตรหน่ึงที่เทา่กบัปริมาตรทั้งหมดของเลือดลงในเลอืดครบหรือเลอืด-WDR 

14.5.2.2. กาํหนดปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นที่จาํเป็นสาํหรับแต่ละหลอดโดยอิงตามปริมาตรของ WDR-เลือดที่เจือจางแลว้  

หมายเหตุ: 

ปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นจะข้ึนอยูก่บัอตัราส่วนของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นต่อเลอืดทีเ่จือจางแลว้ตามที่ผูผ้ลิต

แนะนาํ 

14.5.2.3. ปิเปตสารละลายตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นใตเ้ลือด-WDR อยา่งระมดัระวงัและชา้ ๆ 

14.5.2.4. ปิดฝาหลอดอยา่งระมดัระวงั ไปที่หวัขอ้ 14.6 

14.6. การป่ันเหว่ียงความหนาแน่นและการเกบ็ลิมโฟไซต:์ 

14.6.1. จบัหลอดในลกัษณะตั้งขึ้น วางลงในแท่นวาง และคอ่ย ๆ ขนถ่ายไปยงัเคร่ืองป่ันเหว่ียง 

14.6.2. ป่ันเหว่ียงที่ 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 30 นาทีที ่15 ถึง 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) โดยปิดเบรก/ตั้งค่าเป็นศูนย ์

หรือตามที่ระบุไวใ้นเอกสารกาํกบัที่มาพร้อมกบัตวักลางเกรเดียนต ์

หมายเหตุ: หากเปิดเบรกไว ้จะทาํให้ชั้นแตกได ้ตอ้งปิดเบรกของเคร่ืองป่ันเหว่ียงเพื่อให้แยกไดอ้ยา่งสมบูรณ์และเพื่อดึง PBMC ออกมาให้ไดม้ากที่สุด 

14.6.3. ในขณะที่หลอดแบบกน้แหลมกาํลงัป่ันอยู ่ให้ทิ้งหลอดเกบ็ทั้งหมดที่เทสารออกจนว่างเปล่าแลว้โดยปฏิบติัตามแนวปฏิบติัทางห้องปฏิบติัการ 

ทาํความสะอาดพื้นผิวของ BSC และจดัระเบยีบสาํหรับขั้นตอนถดัไป 

14.6.4. ติดฉลาก (ทีม่ี PTID/สารกนัเลอืดเป็นลิ่ม) 

หลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือหลอดใหม่ในจาํนวนและขนาดที่เท่ากบัหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมที่ใชใ้นขั้นตอนการป่ันเหว่ียงสาํหรับการแย

ก ใชห้ลอดใหมเ่หล่าน้ีสาํหรับขั้นตอนการเกบ็และการลา้งเซลลห์ลงัจากน้ี  



กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐานเก่ียวกับ 

การทํากระบวนการกับ PBMC ข้ามเครือข่าย 
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14.6.5. เติม WDR ลงในหลอด “ลา้ง” สาํหรับการป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือที่ติดฉลากไวล้่วงหนา้แต่ละหลอดโดยใชปิ้เปตปราศจากเช้ือ: 

ขนาดของหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม  

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรที่เติมไวล้่วงหนา้ของ WDR 

(มิลลิลิตร) 

50 25 

15 5 

14.6.6. เมื่อเคร่ืองป่ันเหว่ียงหยดุสนิทแลว้ คอ่ย ๆ นาํหลอดแบบกน้แหลมแต่ละหลอดออกจากเคร่ืองป่ันเหว่ียงเพื่อไม่ให้รบกวนชั้นต่าง ๆ 

ใชแ้ท่นวางเพือ่รองรับหลอดและขนถ่ายไปยงั BSC อยา่งระมดัระวงั. 

14.6.7. หากไม่สามารถมองเห็นชั้นเซลลไ์ด ้ให้ยืนยนัว่าเคร่ืองป่ันเหว่ียงกาํลงัปฏิบติัการอยา่งเหมาะสมหรือไม่ แกไ้ขปัญหาใด ๆ ที่ท่านพบ ป่ันเหว่ียงหลอดซํ้า 

บนัทึกปัญหาและการดาํเนินการที่ดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

14.6.8. บนัทึกการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือลิ่มเลือดขนาดเล็กที่สามารถมองเห็นไดท้ีร่อยต่อของเซลล ์

หมายเหตุ: มองหาการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือลิ่มเลอืดหลงัจากการป่ันเหว่ียง ประเมินเกรดการแตกของเม็ดเลือดแดง +1 ถึง +4 

ตามคาํอธิบายที่ให้ไวใ้นอภิธานศพัท ์บนัทึกการสังเกตของท่าน 

14.6.9. นาํส่วนพลาสมา-WDR สีค่อนขา้งเหลืองดา้นบนออกจนถึงภายใน 1 ถึง 2 เซนติเมตร ของแถบ PBMC สีขาวขุ่นทีอ่ยูต่รงรอยต่อระหว่างส่วนพลาสมา-WDR 

(สีค่อนขา้งเหลอืง) และสารละลายตวักลางสาํหรับการแยกทีม่ีลกัษณะใสโดยใชปิ้เปตปราศจากเช้ือ (ปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเปตสาํหรับถ่ายสาร) 

ใหม่สาํหรับ PTID แต่ละหมายเลข ระวงัอยา่รบกวนชั้นเซลลใ์นระหว่างกระบวนการน้ี ทิง้ส่วนพลาสมา-WDR ตามนโยบายของห้องปฏิบติัการ 

หมายเหตุ: ในอีกทางเลือกหน่ึง อาจนาํแถบ PBMC สีขาวขุ่นออกโดยการสอดปิเปตผ่านชั้นพลาสมา-WDR ดา้นบนอยา่งระมดัระวงั 

14.6.10. เก็บเซลลท์ั้งหมดที่รอยต่อสีขาวขุ่นโดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเปตสาํหรับถา่ยสารปราศจากเช้ือ 

ใชค้วามระมดัระวงัไม่ดูดสารละลายตวักลางสาํหรับการแยกออกมากเกินกว่าที่จาํเป็น 

14.6.11. ถ่ายเซลลท์ี่เกบ็มาจากหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมหน่ึงหลอดไปยงัหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือที่ติดฉลากไวล้่วงหนา้ที่สอดคลอ้งกนัหลอดเ

ดียว สามารถเติม WDR ในหลอดไวล้่วงหนา้เพื่อประหยดัเวลา (หวัขอ้ 14.6.5) 

14.6.12. ปิดฝาหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมที่มีเซลลเ์ม็ดเลือดแดง/ตวักลางสาํหรับการแยกที่เหลืออกีคร้ัง 

และทิ้งหลอดดงักล่าวโดยถอืเป็นของเสียอนัตรายทางชีวภาพโดยปฏิบติัตามนโยบายของห้องปฏิบติัการ 

14.7. ตอ้งแน่ใจว่าบนัทึกองคป์ระกอบหลกัทั้งหมดตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการแลว้ ไปที่หวัขอ้ 15 

15. การล้าง การนับ การแขวนตะกอนใหม่ ความเข้มข้น และการแช่แข็งข้ามคืนแบบควบคุมอัตรา 

15.1. การลา้งคร้ังที่ 1: 

15.1.1. QS (เพิ่มปริมาตรของส่วน PBMC ขึ้น) ถงึประมาณ 45 มิลลิลิตร (สาํหรับหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 50 มลิลลิิตร) หรือ 10 มลิลิลติร 

(สาํหรับหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 15 มลิลิลิตร) โดยการเติม WDR ค่อย ๆ ผสม 

15.1.2. ปิดฝาหลอดแบบกน้แหลมทั้งหมดที่ตอนน้ีมเีซลลท์ีเ่กบ็มาซ่ึงเจือจางอยูใ่น WDR อกีคร้ัง 

15.1.3. ป่ันเหว่ียงเซลลท์ี่เจือจางแลว้ที่ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาททีี่ 15 ถงึ 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) 

โดยเลือกใชเ้บรกตํ่าหรือไม่ก็ได ้

15.1.4. นาํหลอดออกจากเคร่ืองป่ันเหว่ียงและตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์

15.1.4.1. หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลล ์(cell pellet) ได ้

ให้ยืนยนัว่าเคร่ืองป่ันเหว่ียงกาํลงัปฏิบติัการอยา่งเหมาะสมหรือไม่และใชก้ารตั้งค่าที่ถูกตอ้งหรือไม่ แกไ้ขปัญหาใด ๆ ที่ท่านพบ ป่ันเหว่ียงหลอดซํ้า 

บนัทึกปัญหาและการดาํเนินการที่ดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

หากยงัไมส่ามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ดห้ลงัจากการป่ันเหว่ียงหลอดซํ้า 

ให้ดาํเนินขั้นตอนการทาํกระบวนการต่อและบนัทึกรายละเอียดในแผ่นงานการทาํกระบวนการ 

15.1.5. นาํส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR 

ออกและทิง้อยา่งระมดัระวงัโดยไม่รบกวนตะกอนเซลลโ์ดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียที่เป็นของเหลวที่กาํหนดไวใ้น BSC อยา่งรวดเร็ว 

อาจใชวิ้ธีการทางเลอืก เช่น การนาํออกดว้ยปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือโดยการดูดออก สาํหรับตะกอนที่หลวมหรือมเีซลลเ์ม็ดเลอืดแดงในปริมาณมาก 

15.2. การลา้งคร้ังที่ 2: 

15.2.1. ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนแต่ละกอ้นใน WDR ปริมาตรเลก็นอ้ย โดยค่อย ๆ ผสมแต่ทัว่ถึงให้กลายเป็นสารแขวนตะกอนของเซลลท์ีเ่ป็นเน้ือเดียวกนั  

ขนาดของหลอด (มิลลิลิตร) 
ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหมข่อง WDR 

(มิลลิลิตร) 



กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐานเก่ียวกับ 

การทํากระบวนการกับ PBMC ข้ามเครือข่าย 
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50 ≤ 5 

15 ≤ 3 

15.2.2. รวมสารแขวนตะกอนของตะกอนจาก PTID/สารกนัเลอืดเป็นลิ่มเดียวกนั หลอดน้ีเป็นหลอดเซลลท์ีเ่กบ็มา 

ขนาดของหลอด (มิลลิลิตร) จาํนวนสารแขวนตะกอนของตะกอนที่จะรวม ปริมาตรทั้งหมด (มิลลิลิตร) 

50 ≤ 4 ≤ 20 

15 ≤ 2 ≤ 6 

15.2.3. ใช ้WDR ในปริมาตรเล็กนอ้ยเพือ่กลั้วหลอดที่ถ่ายตะกอนมา เก็บปริมาตรที่กลั้วของ WDR ในหลอดเซลลท์ีเ่กบ็มา 

15.2.4. QS ส่วน PBMC โดยเติม WDR และค่อย ๆ ผสม 

ขนาดของหลอด (มิลลิลิตร) ปริมาตรของ QS (มลิลลิิตร) 

50 ≤ 45 

15 ≤10 

15.2.5. ปิดฝาหลอดอีกคร้ังและวางหลอดในเคร่ืองป่ันเหว่ียง 

15.2.6. ป่ันเหว่ียงเซลลท์ี่เจือจางแลว้ที่ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาททีี่ 15 ถงึ 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) 

โดยเลือกใชเ้บรกตํ่าหรือไม่ก็ได ้

15.2.7. นาํหลอดออกจากเคร่ืองป่ันเหว่ียงและตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์

หมายเหตุ: หากไมส่ามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ด ้ให้ยืนยนัว่าเคร่ืองป่ันเหว่ียงกาํลงัปฏิบติัการอยา่งเหมาะสมหรือไม ่แกไ้ขปัญหาใด ๆ 

และป่ันเหว่ียงหลอดซํ้า บนัทึกปัญหาและการดาํเนินการที่ดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

หากยงัไมส่ามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ดห้ลงัจากการป่ันเหว่ียงหลอดซํ้า 

ให้ดาํเนินขั้นตอนการทาํกระบวนการต่อและบนัทึกรายละเอียดในแผ่นงานการทาํกระบวนการ 

15.2.8. นาํส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR 

ออกและทิง้อยา่งระมดัระวงัโดยไม่รบกวนตะกอนเซลลโ์ดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียที่เป็นของเหลวที่กาํหนดไวใ้น BSC อยา่งรวดเร็ว 

อาจใชวิ้ธีการทางเลอืก เช่น การนาํออกดว้ยปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือโดยการดูดออก สาํหรับตะกอนที่หลวมหรือมเีซลลเ์ม็ดเลอืดแดงในปริมาณมาก 

15.3. จาํนวนเซลล ์PBMC จากการนบั 

15.3.1. กาํหนดและบนัทกึปริมาตรของการแขวนตะกอนใหมส่าํหรับการนบัของ WDR (V) ที่แมน่ยาํภายใน 0.1 มิลลิลิตร V 

มีความสาํคญัเน่ืองจากเป็นปริมาตรที่ใชอ้ิงในการนบัจาํนวนเซลล ์ 

หมายเหตุ: ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบั (V) คือ 20% ของปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใชไ้ดท้ี่วดัได ้

ซ่ึงปัดเศษให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มที่ใกลท้ี่สุด (บนัทึก X.0) ในเกือบทุกกรณี  

ตัวอย่าง: ปริมาตรของเลอืดครบทีส่ามารถใชไ้ดท้ี่วดัไดบ้นัทกึไดเ้ป็น 78.6 มิลลิลิตร ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหมส่าํหรับการนบัจะเป็น 16.0 มลิลิลิตร 

(78.6 x 20% = 15.72 เมื่อปัดเศษ 15.72 ให้เป็นจาํนวนเต็มที่ใกลท้ีสุ่ดจะได ้16.0 มลิลลิิตร) 

ตัวอย่างสถานการณ์ซ่ึงอาจมกีารแก้ไข V: 

• V ทีค่าํนวณไดม้ากกว่าความจุของหลอดแบบกน้แหลมเลก็นอ้ย วดั UWBV และบนัทกึไดเ้ป็น 255.2 มลิลิลิตร ปัดเศษ 20% 

ให้เป็นจาํนวนเต็มที่ใกลท้ีสุ่ดจะได ้51.0 มิลลิลิตร ในสถานการณ์น้ี อาจลด V ลงเหลอื 45.0 มิลลลิิตร 

เพื่อให้สามารถทาํการผสมและการป่ันเหว่ียงที่ตามมาในหลอดแบบกน้แหลม 50 มิลลิลิตร ไดอ้ยา่งปลอดภยั 

• ตวัอยา่งของผูเ้ขา้ร่วมทาํให้ไดแ้ถบเซลลท์ี่จางมากและตะกอนเซลลท์ี่ตามมาที่มีขนาดเล็กอยา่งมีนยัสาํคญั ในสถานการณ์น้ี อาจลด V 

เพื่อป้องกนัจาํนวนเซลลจ์ากการนบัที่อยูน่อกช่วง 

15.3.2. หากมีตะกอนมากกว่าหน่ึงกอ้นจาก PTID/สารกนัเลือดเป็นลิ่มเดียวกนั ให้ใชป้ริมาณที่วดัได/้ติดตามไดเ้พียงเล็กนอ้ยของ WDR เพื่อค่อย ๆ 

แขวนตะกอนใหม่และรวมตะกอนเซลลล์งในหน่ึงหลอด กลั้วหลอดทีถ่่ายเซลลม์าโดยใชป้ริมาตรที่เหลือของการแขวนตะกอนใหม ่

เติมปริมาตรที่กลั้วลงในหลอดทีม่ีสารแขวนตะกอนของเซลล ์ 

15.3.3. ค่อย ๆ ผสมเซลล ์แต่ทัว่ถงึทนัทีกอ่นเกบ็ตวัอยา่งสาํหรับจาํนวนเซลลจ์ากการนบั 

15.3.4. ถ่ายปริมาตรเลก็นอ้ยของการแขวนตะกอนใหม่ลงในหลอดขนาดเล็กหน่ึงหลอดสาํหรับการนบั ปฏิบติัตามเคร่ืองมอืหรือคาํแนะนาํใน SOP 

เก่ียวกบัการนบัสาํหรับปริมาตรที่เหมาะสม 

หมายเหตุ: หากจาํเป็นตอ้งมกีารนบัซํ้ า ให้ลดปริมาตรของการเกบ็ตวัอยา่งที่จาํเป็นให้ตํ่าที่สุด 

15.3.5. ปฏิบติัตาม SOP สาํหรับวิธีการนบัเซลลท์ี่ไดรั้บอนุมติัที่ห้องปฏิบติัการทีท่าํกระบวนการเพื่อกาํหนดความเขม้ขน้ของเซลล ์x 106 ต่อมลิลิลิตร 
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หมายเหตุ: เซลลท์ี ่103/ไมโครลิตร = เซลลท์ี่ 106/มิลลลิิตร 

หมายเหตุ: อาจดาํเนินการนบัโดยอตัโนมติัหน่ึงคร้ัง การนบัดว้ยมือตอ้งนบัส่ีเหลี่ยมจตุัรัสขนาดใหญ่ส่ีอนั (1 ตารางมลิลิเมตร) 

15.3.6. คาํนวณจาํนวนเซลลท์ั้งหมดโดยใชสู้ตรต่อไปน้ี 

T = C x V 

T = จาํนวนเซลลท์ั้งหมด 

C = ความเขม้ขน้ (106/มลิลิลิตร) ทีก่าํหนดในวิธีการนบั  

V = ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหมส่าํหรับการนบัของ WDR เป็นมิลลิลิตร 

15.3.7. คาํนวณเซลลท์ี่ไดเ้ป็นเซลล/์มิลลิลิตรของเลอืดครบที่สามารถใชไ้ดโ้ดยใชสู้ตรดา้นล่าง 

เซลล์ที่ได้ (106 เซลล์/มิลลิลิตร) = T/ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ 

หมายเหตุ: คาํนวณเซลลท์ี่ไดเ้พือ่จุดประสงคด์า้นคุณภาพ ดูหวัขอ้ 16 การควบคุมคุณภาพสาํหรับช่วงที่คาดไวข้องเซลลท์ี่ไดแ้ละเคล็ดลบัในการแกไ้ขปัญหา 

15.4. การคาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ย 

15.4.1. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ทีแ่ช่แขง็จนแขง็ของ CPS 

ที่จาํเป็นโดยการดาํเนินขั้นตอนดา้นล่างสาํหรับความเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลลท์ี่เป็นเป้าหมายให้เสร็จส้ิน 

หมายเหตุ: ความเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลลท์ี่เป็นเป้าหมายจะแตกต่างกนัไปตามและโครงการวิจยั ดูโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM 

ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัสาํหรับขอ้มูลความเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลลท์ีเ่ป็นเป้าหมาย 

15.4.2. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ทีแ่ช่แขง็จนแขง็ของ CPS ที่ประมาณไว ้(V1) ที่จาํเป็นโดยใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลลท์ี่เป็นเป้าหมาย 

V1 = (T/N1) x V2 

T = จาํนวนเซลลท์ั้งหมด 

N1 = ความเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลลท์ีเ่ป็นเป้าหมาย  

V2 = ปริมาตรสุดทา้ยของแอลิควอตเป็นมิลลิลิตร 

ปัดเศษ V1 ลงให้เป็นค่ามลิลิลิตรเต็มที่ใกลท้ีสุ่ด (1.0) เพื่อกาํหนด Vf 

15.4.3. คาํนวณจาํนวนเซลลจ์ริงต่อไวแอล (N2) โดยใชป้ริมาตรจริงของการแช่แขง็จนแขง็ของ CPS (Vf ) ที่กาํหนดในการคาํนวณกอ่นหนา้ 

N2 = (T/ Vf) x V2 

N2 = จาํนวนเซลลจ์ริงต่อไวแอล  

T = จาํนวนเซลลท์ั้งหมด 

V2= ปริมาตรสุดทา้ยของแอลิควอตเป็นมลิลลิิตร (1.0 มลิลลิิตร เวน้แต่จะมีคาํสั่งไวเ้ป็นอยา่งอื่นในเอกสารที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยั) 

15.5. การติดฉลาก 

15.5.1. ดาํเนินการพิมพ ์การควบคุมคุณภาพ และการติดฉลากไครโอไวแอลให้เสร็จส้ินก่อนป่ันเหว่ียงขั้นสุดทา้ย 

หมายเหตุ: ส่ิงสาํคญัคือตอ้งลดเวลาที่เซลลย์งัอยูใ่นตะกอนให้ตํ่าทีสุ่ด 

15.5.2. สร้างฉลากไครโอไวแอลโดยใช ้LDMS 

15.5.2.1. ปฏิบติัตามแนวปฏิบติัทางห้องปฏิบติัการของเครือข่ายสาํหรับการดาํเนินการป้อนขอ้มูลให้เสร็จส้ิน 

15.5.2.2. ตรวจพิสูจน์ฉลากไครโอไวแอลแต่ละประเภทที่ไดม้าสาํหรับขอ้ผิดพลาดในการป้อนขอ้มูลโดยเทียบกบัคาํขอของห้องปฏิบติัการและแผ่นงานการทาํ

กระบวนการกอ่นติดฉลากไครโอไวแอล 

15.5.2.3. ตรวจสอบบาร์โคด้บนฉลากและพื้นทีพ่ิมพด์ว้ยสายตาเพือ่ดูการปรับแนวและคุณภาพของการพิมพ ์

15.5.2.4. แกไ้ขขอ้ผิดพลาดในการป้อนขอ้มลูใด ๆ ใน LDMS และพิมพฉ์ลากอีกคร้ังตามที่จาํเป็น 

15.5.3. ติดฉลากบนไครโอไวแอลเพือ่ให้สามารถมองเห็นส่ิงทีอ่ยูใ่นหลอดได ้

15.5.4. สแกนไครโอไวแอลเปล่าที่ติดฉลากแลว้ตามลาํดบั GSID เขา้ไปในมอดูลการจดัเก็บของ LDMS เพื่อให้แน่ใจว่าสามารถสแกนบาร์โคด้ได ้

การทวนสอบความสามารถในการสแกนและการกาํหนดสถานที่จดัเกบ็จะรวมอยูใ่นขั้นตอนน้ี 

หมายเหตุ: แนะนาํเป็นอยา่งย่ิงให้ใชแ้ท่นวาง Nunc เพื่อให้สามารถเปิด/ปิดไวแอลดว้ยมือเดียว ห้ามวางฝาไครโอไวแอลบนพื้นผิวใด ๆ 

15.6. การป่ันเหว่ียงขั้นสุดทา้ย 

หมายเหตุ: หากเซลลจ์ะถกูแช่แขง็ในรูปแบบตะกอนของ PBMC (PEL) ที่ไม่มชีีวิตและเซลลท์ีม่ีชีวิต ให้นาํปริมาตรของ PBMC 
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ที่จาํเป็นสาํหรับการสร้างตะกอนเซลลท์ี่ไม่มชีีวิตออกกอ่นขั้นตอนการป่ันเหว่ียงขั้นสุดทา้ย และดาํเนินการทาํกระบวนการของตะกอนเซลลท์ีไ่มม่ชีีวิตให้เสร็จส้ิน 

และปฏิบติัตามคาํแนะนาํที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัสาํหรับตะกอนของ PBMC ที่ไม่มชีีวิต  

15.6.1. QS (เพิ่มปริมาตรของสารแขวนตะกอนของเซลล)์ ถงึ 45 มลิลิลิตร ดว้ย WDR และวางหลอดแบบกน้แหลมที่มีเซลลท์ีเ่กบ็มาและเจือจางแลว้ในเคร่ืองป่ันเหว่ียง 

15.6.2. ป่ันเหว่ียงเซลลท์ี่เจือจางแลว้ที่ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาททีี่ 15 ถงึ 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมอิากาศ) 

โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้

15.6.3. ทวนสอบว่าไครโอไวแอลทั้งหมดติดฉลากแลว้และสามารถเขา้ถึงไดง้่าย 

15.6.4. เลือกหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัรา: StrataCooler®, Mr. Frosty™, CoolCell® 

ติดฉลากหน่วยแช่แขง็อยา่งเหมาะสมเพือ่ให้เจา้หนา้ที่ห้องปฏิบติัการสามารถกาํหนดส่ิงทีอ่ยูภ่ายในได ้

ตอ้งแน่ใจว่าหน่วยมอีุณหภูมทิี่ถูกตอ้งสาํหรับการใชง้านในเวลาที่ทาํการบรรจุไวแอลและสามารถเขา้ถึงไดท้นัทกี่อนนาํตะกอนเซลลข์ั้นสุดทา้ยออกจากเคร่ือง

ป่ันเหว่ียง ดูหวัขอ้ 7.5 สาํหรับขอ้มูลการจดัเก็บและการบาํรุงรักษา 

15.7. การแอลคิวอตสาํหรับการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง 

หมายเหตุ: ขั้นตอนต่อไปน้ีจะตอ้งดาํเนินการอยา่งรวดเร็วเพือ่รักษาความสมบูรณ์ของเซลล ์ 

15.7.1. นาํส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR 

ออกและทิง้อยา่งระมดัระวงัโดยไม่รบกวนตะกอนเซลลโ์ดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียที่เป็นของเหลวที่กาํหนดไวใ้น BSC อยา่งรวดเร็ว 

อาจใชวิ้ธีการทางเลอืก เช่น การนาํออกดว้ยปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือโดยการดูดออก สาํหรับตะกอนที่หลวมหรือมเีซลลเ์ม็ดเลอืดแดงในปริมาณมาก 

15.7.2. ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนโดยใชป้ริมาตรของ CPS เยน็ (Vf ) ทีท่่านกาํหนดในหวัขอ้ 15.4 

หมายเหตุ: อนุญาตให้ทาํให้ไวแอลเยน็ลว่งหนา้และ/หรือทาํงานบนนํ้าแขง็เปียก 

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ไม่ควรทาํให้ไครโอไวแอลเยน็ล่วงหนา้และทาํงานบนนํ้าแขง็เปียก และตอ้งไดรั้บอนุมติัจากศูนยห้์องปฏิบติัการของ HVTN 

ก่อนใชก้บัตวัอยา่งของเครือข่าย HVTN 

15.7.2.1. ค่อย ๆ ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนเซลลก์่อนเติม CPS โดยการดีด การเขยา่ หรือการปิเปต 

15.7.2.2. HVTN แนะนาํให้ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนดว้ยปริมาตรทีว่ดัได/้ติดตามไดข้อง CPS 

ปริมาตรเดียวกนักบัที่ใชใ้นขั้นตอนกอ่นหนา้สาํหรับการแขวนตะกอนใหม่ อยา่ลมืลบปริมาตรน้ีออกจากปริมาตรทั้งหมดของ CPS 

ขั้นสุดทา้ยที่จะบวก หากปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ยทั้งหมดของ CPS มากกว่าปริมาตรที่ใชใ้นการแขวนตะกอนใหม ่

15.7.2.3. ค่อย ๆ เติม CPS ลงในเซลลท์ี่แขวนตะกอนใหม่แลว้ พร้อมกบัหมุนอยา่งต่อเน่ือง 

15.7.3. ทาํงานอยา่งรวดเร็วเมือ่เติม CPS แลว้ ห้ามปล่อยให้เซลลอ์ยูใ่นสารละลายสาํหรับการแช่แขง็เป็นเวลานานกว่า 10 นาทีกอ่นใส่ในตูแ้ช่แขง็ 

15.7.4. ค่อย ๆ ผสมสารแขวนตะกอน แต่ทาํอยา่งรวดเร็วดว้ยปิเปตทางซีรัมวิทยาก่อนแอลคิวอต รักษาสารแขวนตะกอนไวต้ลอดกระบวนการบรรจุไวแอล 

15.7.4.1. แอลิควอต 1.0 มิลลิลิตรต่อไครโอไวแอล เวน้แต่ SPLI/LPC/LM ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัจะมีคาํสั่งไวเ้ป็นอยา่งอื่น 

หมายเหตุ: กระจายส่วนเกินใด ๆ ให้เท่า ๆ กนัในไครโอไวแอลทั้งหมดสาํหรับ PTID นั้น 

15.8. การแช่แขง็ขา้มคืนแบบควบคุมอตัรา 

15.8.1. หลงัจากการทาํกระบวนการและการนบั ให้ดาํเนินขั้นตอนที่จาํเป็นในการแช่แขง็เซลลใ์ห้เสร็จส้ินทนัท ี

15.8.2. จดัวางหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราทีเ่ลอืกสาํหรับการขนถ่าย: StrataCooler® ของ Agilent Technologies, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® 

ดูหวัขอ้ 7.5 สาํหรับขอ้มลูการจดัเก็บและการบาํรุงรักษา 

15.8.3. ขนถ่ายไครโอไวแอลทั้งหมดตามลาํดบั ID ของส่ิงส่งตรวจทัว่โลกไปยงัหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราทนัท ี

สาํหรับ CRFU ทั้งหมด ซ่ึงคือ Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® และ StrataCooler® ของ Agilent Technologies 

ให้ปิดภาชนะบรรจุและวางไวใ้นตูแ้ช่แขง็ -80°ซ (-65 ถึง -95°ซ สาํหรับ ACTG, -70 ถึง -95°ซ สาํหรับ HVTN และ HPTN) 

ในสถานทีท่ี่ไมถู่กรบกวนจากการเขา้ถึงตูแ้ช่แขง็ซํ้ า ๆ (นัน่คือ ห่างจากดา้นหนา้หรือดา้นบนของตูแ้ช่แขง็ที่ใกลก้บัประตูเปิด/ฝาเปิด) ห้ามวางซอ้นกนั 

แนะนาํให้ CRFU ทั้งหมดอยูใ่นตูแ้ช่แขง็ขา้มคืน  

สาํหรับ CryoMed® หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกลแบบควบคุมอตัราอื่น ๆ ให้เร่ิมโปรแกรมทาํความเยน็ตาม SOP ในสถานที่ทีเ่หมาะสม (หมายเหตุสาํหรับ HVTN:  

ไม่อนุญาตให้ใชตู้แ้ช่แขง็แบบควบคุมอตัราสาํหรับตวัอยา่งของ HVTN) 

15.8.4. บนัทึกวนัที่/เวลาทีถู่กแช่แขง็ทนัทีในแผ่นงาน PBMC ป้อนวนัที/่เวลาที่ถกูแช่แขง็ที่บนัทกึในแผ่นงานลงใน LDMS 

15.9. บนัทึกองคป์ระกอบหลกัทั้งหมดตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ  
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16. การควบคุมคุณภาพ 

16.1. เซลลท์ี่ได ้

ส่ิงสาํคญัคือตอ้งรับรู้การฟ้ืนตวัที่คาดไวส้าํหรับประชากรผูเ้ขา้ร่วมซ่ึงกาํลงัทาํกระบวนการ เซลลท์ี่ไดส้ามารถทาํหนา้ที่เป็นเคร่ืองหมายของการควบคุมคุณภาพภายใน 

(internal quality control marker) สาํหรับการดาํเนินการแต่ละรอบ ผลที่ไดน้อกช่วงที่คาดไวอ้าจบง่ช้ีถึงขอ้ผิดพลาดในกระบวนการ การเส่ือมสภาพของรีเอเจนต ์

ขอ้ผิดพลาดเก่ียวกบัจาํนวนเซลลจ์ากการนบั หรือขอ้ผิดพลาดในการคาํนวณ 

หมายเหตุ: คาํแนะนาํที่ให้ไวด้า้นล่างมีไวเ้พือ่ให้แนวทางในการช่วยระบุขอ้ผิดพลาดทางเทคนิคที่ร้ายแรงก่อนการเกบ็รักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง 

ค่าเหล่าน้ีอาจแตกต่างกนัไปโดยขึ้นอยูก่บัสารกนัเลือดเป็นลิ่มทีใ่ช ้

16.1.1. เซลลท์ี่ไดท้ี่คาดไวส้าํหรับประชากรผูใ้หญ:่ 

 

ประชากร ช่วงของเซลล์ท่ีมีนิวเคลยีสเดียวท่ีได้ (เซลล์/มิลลิลติร) 

ผูใ้หญ ่ (0.8 ถึง 3.2) x 106 

 

16.1.2. เซลลท์ี่ไดท้ี่ไม่คาดคิด 

16.1.2.1. หากเซลลท์ี่ไดอ้ยูน่อกช่วงที่คาดไว ้ให้ทบทวนแผนการเจือจาง (dilution schema) การคาํนวณ เทคนิคการทาํกระบวนการ (โดยเฉพาะ 

การผสมสารแขวนตะกอนสาํหรับการนบัเซลลใ์ห้เพียงพอ) และประวติั PTID หากมี เพื่อหาสาเหตุที่เป็นไปได ้ 

16.1.2.2. เซลลท์ี่ไดจ้ากผูเ้ขา้ร่วมที่มชีีวิตอยูก่บัเอชไอวีอาจตํ่ากว่าที่แสดงในตารางขา้งตน้  

16.1.2.3. หากสงสัยว่ามขีอ้ผิดพลาดในการเจือจางเซลลห์รือการนบั ให้ทาํการเจือจางใหม่และนบัใหม ่

16.1.3. บนัทึกผลลพัธ์ทั้งหมดและปัญหาใด ๆ ที่เกิดข้ึนในระหว่างการทาํกระบวนการและการดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ ดูหวัขอ้ 5 

สาํหรับรายละเอียด  

หมายเหตุสาํหรับ HVTN และ HPTN: บนัทึกปัญหาและการดาํเนินการใด ๆ ในแผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ของ HVTN ทีจ่าํเพาะต่อโครงการวิจยั 

รายการทีป้่อนใน LDMS สาํหรับแอลิควอต และในหวัขอ้ความคิดเห็นเก่ียวกบัเซลลท์ี่ไดข้องโปรแกรม Atlas HVTN PBMC หากเหมาะสม 

ติดต่อศูนยห้์องปฏิบติัการของ HVTN หากมขีอ้กงัวลใด ๆ 

16.2. ความอยูร่อดไดข้องเซลล ์

16.2.1. ความอยูร่อดไดข้อง PBMC ที่แยกใหม่ ๆ ควร >95% 

16.2.2. หากความอยูร่อดไดข้อง PBMC ใหม ่ๆ <95% ให้ทบทวนผลลพัธ์กบัหวัหนา้งานและบนัทึกตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

หมายเหตุ: หากกาํลงัเตรียมตวัอยา่งสาํหรับการทดสอบความชาํนาญในการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิงสาํหรับ PBMC ของ IQA 

ตอ้งมีจาํนวนเซลลท์ี่มชีีวิตจากการนบั 

17. การจัดเก็บ PBMC (ช่ัวคราวหรือในสถานที่) 

17.1. รักษาห่วงโซ่ความเยน็ (cold chain) ในระหว่างขั้นตอนการขนถา่ยทั้งหมดเพื่อหลีกเลี่ยงความเสียหายที่จะเกิดกบัเซลล ์

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ขนส่งบนนํ้าแขง็แห้งไปยงัคลงัเกบ็ส่ิงส่งตรวจส่วนกลาง (central specimen repository) ภายใน 1 สปัดาห์นบัจากการเกบ็ เวน้แต่ SPLI 

ที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยัของ HVTN จะมีคาํสั่งไวเ้ป็นอยา่งอื่น (ความถี่ในการขนส่งจะเป็นไปตามภูมิภาคและขึ้นอยูก่บัขอ้กาํหนดของโครงการวิจยั) ดาํเนินการต่อไปที ่

17.2 

หมายเหตุสาํหรับ HPTN: ปฏิบติัตามคาํแนะนาํที่ให้ไวใ้นคู่มอืห้องปฏิบติัการที่จาํเพาะต่อโครงการวิจยั 

หมายเหตุสาํหรับ ACTG: ขนส่งบนนํ้าแขง็แห้งภายใน 4 สปัดาห์นบัจากวนัที่แช่แขง็ เวน้แต่จะมีการให้คาํแนะนาํไวเ้ป็นอยา่งอื่นใน LPC ดาํเนินการต่อไปที่ 17.2 

17.2. ขนถ่าย PBMC ไปยงัที่จดัเกบ็ชัว่คราวในตูแ้ช่แขง็ -80°ซ 

17.2.1. ขนถ่ายไครโอไวแอลจากระบบทาํความเยน็แบบควบคมุอตัราไปยงัสถานที่จดัเกบ็ทีก่าํหนดไวท้ี่ -65 ถึง -95°ซ สาํหรับ ACTG, -70 ถงึ -95°ซ สาํหรับ HVTN 

และ HPTN 

17.2.2. ขนถ่ายไครโอไวแอลหลงัจากอยา่งตํ่า 4 ชัว่โมงสาํหรับ Nalgene® Mr. Frosty™ และ Corning® CoolCell® และขา้มคืนสาํหรับ StrataCooler® 

(แนะนาํให้ใชก้ารจดัเกบ็ขา้มคืนสาํหรับ CRFU ทั้งหมดเป็นแนวปฏิบติัมาตรฐานเพือ่ลดความเส่ียงที่จะเกิดกบัส่ิงส่งตรวจ) สาํหรับ CryoMed® 

เมื่อเสร็จส้ินโปรแกรมแลว้  

ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัตูแ้ช่แขง็ -80°ซ 

หมายเหตุ: จําเป็นสําหรับ HVTN และ HPTN แนะนําสําหรับ ACTG: อนุญาตให้ใชถ้าดสาํหรับขนถ่ายแบบใชน้ํ้าแขง็แห้ง (dry ice transfer pan) 
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สาํหรับหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราเท่านั้น ตอ้งใชก้ล่องเกบ็ความเยน็แบบดา้นขา้งสูง (tall-sided cooler) 

ที่ทาํให้เยน็ล่วงหนา้แลว้สาํหรับตูแ้ช่แขง็/กลอ่งจดัเก็บ PBMC  

ดูแนวทางเก่ียวกบัห่วงโซ่ความเยน็ขา้มเครือข่าย (หวัขอ้ 7 กระบวนการขนถ่ายส่ิงส่งตรวจ) สาํหรับรายละเอียดเพิม่เติม 

ตอ้งแน่ใจว่าใชน้ํ้าแขง็แห้งโปะทบักลอ่งไครโอไวแอลสาํหรับตูแ้ช่แขง็และฝาปิดทกุดา้นแลว้ 

ทาํงานอยา่งรวดเร็วและมีประสิทธิภาพเพือ่ลดการสัมผสัไครโอไวแอลกบัอุณหภูมิโดยรอบ 

หมายเหตุ: ห้ามเกบ็ในไนโตรเจนเหลว (LN2) เกบ็ไวท้ี ่-65 ถึง -95°ซ สาํหรับ ACTG, -70 ถึง -95°ซ สาํหรับ HVTN และ HPTN จนกว่าจะขนส่ง 

หมายเหตุ: ทาํให้ถงัเก็บสาํหรับขนส่งแบบใชน้ํ้าแขง็แห้งเยน็ล่วงหนา้และใชก้ลอ่งเก็บความเยน็แบบดา้นขา้งสูงที่ทาํให้เยน็ล่วงหนา้แลว้ในระหว่างขั้นตอน 

การควบคุมคุณภาพและการบรรจุ ตอ้งแน่ใจว่าใส่นํ้าแขง็แห้งเต็มถงัเก็บสาํหรับขนส่งแบบใชน้ํ้าแขง็แห้งก่อนปิดผนึก  

17.2.3. ติดต่อบุคลากรของศูนยห้์องปฏิบติัการของเครือข่ายหากตวัอยา่งไปไมถ่ึงปลายทางภายในเวลาจดัเกบ็ชัว่คราวทีเ่ครือข่ายกาํหนด 

ศูนยห้์องปฏิบติัการของเครือข่ายจะตดัสินว่าการขนถ่ายไปยงัสถานที่จดัเก็บ LN2 และการขนส่งในถงัเกบ็ LN2 สาํหรับขนส่งนั้นเหมาะสมหรือไม ่

17.3. ถ่าย PBMC ไปยงัถงัไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกล -150°ซ  

หมายเหตุสาํหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ทาํการจดัเก็บ LN2 หรือใชถ้งั LN2 หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกล -150°ซ สาํหรับการจดัเกบ็ PBMC ของ HVTN โดยมขีอ้ยกเวน้ 

ซ่ึงเป็นกรณีที่พบไดน้อ้ย ห้องปฏิบติัการตอ้งไม่ขนถ่ายตวัอยา่งจากตูแ้ช่แขง็ -80°ซ เวน้แต่ LC ของ HVTN จะมีคาํสั่งให้ทาํเช่นนั้น  

17.3.1. ภายใน 72 ชัว่โมงหลงัจากการแช่แขง็ไครโอไวแอลในระบบทาํความเยน็แบบควบคุมอตัรา ขนถ่ายบนนํ้าแขง็แห้งไปยงัสถานที่จดัเกบ็ทีก่าํหนดไวใ้นถงั LN2 

หรือระบบการจดัเก็บ -150°ซ 

17.3.2. ตวัอยา่ง PBMC ทีถู่กแช่แขง็มชีีวิตในเฟสไอของ LN2 อยา่งไม่มีกาํหนด ห้ามขนถา่ยตวัอยา่งจาก LN2 หรือ -150°ซ กลบัไปยงัตูแ้ช่แขง็ -80°ซ 

เวน้แต่เครือข่ายหรือทีมโครงการวิจยัจะมีคาํสั่งให้ทาํ 

17.3.3. เมื่อเก็บตวัอยา่งใน LN2 แลว้ ตอ้งทาํการขนถา่ยหรือการขนส่งทั้งหมดใน LN2 (≤ -140°ซ) และขนส่งในถงัเกบ็ LN2 สาํหรับขนส่งแบบแห้งที่ไดรั้บอนุมติัจาก 

IATA 

18. การกรอกเอกสารเก่ียวกับการทํากระบวนการ 

18.1. ตอ้งแน่ใจว่าบนัทึกขอ้มลูทีเ่หมาะสมทั้งหมดโดยปฏิบติัตามแนวปฏิบติัการจดัทาํเอกสารที่ดีตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

และการคาํนวณทั้งหมดถูกตอ้ง ดูหวัขอ้ 5 สาํหรับรายละเอียด 

18.2. เก็บคาํขอของห้องปฏิบติัการ แผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC และเอกสารติดตามอื่นใดตามนโยบายของห้องปฏิบติัการ  
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19. คําจํากัดความและคําย่อ 

คาํศพัท ์ คาํจาํกดัความ 

ACTG Advancing Clinical Therapeutics Globally 

อุณหภูมิในการป่ันเหว่ียง 15 ถงึ 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ 

จับตัวเป็นล่ิมทีม่องเห็นได้ด้วยตาเปล่า มากกว่า ¾ ของมวลเลอืดครบจบัตวัเป็นลิม่ 

ล่ิมเลือดขนาดเลก็ ลิ่มเลอืดขนาดเล็กที่สงัเกตเห็นหลงัจากการทาํกระบวนการกบั PBMC ในหลอดเลอืดครบ แต่สังเกตเห็นบนฟริตของหลอดแยกหลงัจาก 

การป่ันเหว่ียง 

CPS สารละลายสาํหรับการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดย่ิง 

CSTFB หลอดแยกเซลลท์ี่มีตวักั้นแบบฟริต 

DGM  ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

FBS ซีรัมจากตวัอ่อนววั 

HBSS สารละลายเกลอืสมดุลของแฮงกส์ 

การแตกของเมด็เลือดแดง การเปลีย่นสีของซีรัมหรือพลาสมาจากสีชมพูเป็นแดงเน่ืองจากเซลลเ์ม็ดเลือดแดงแตก 

ประเมินเกรดการแตกของเม็ดเลือดแดงตามสเกลต่อไปน้ี: 

1+ สีออกชมพ-ูแดงซีดในซีรัมหรือพลาสมา สามารถอ่านหนงัสือพมิพท์ี่วางไวด้า้นหลงัหลอดเลือดไดอ้ยา่งชดัเจน 

2+ สีออกชมพ-ูแดงในซีรัมหรือพลาสมา สามารถอ่านหนงัสือพิมพไ์ด ้แต่ไม่คมชดัเท่า 

3+ สีออกชมพ-ูแดงเขม้ในซีรัมหรือพลาสมา เห็นหนงัสือพมิพไ์ดไ้มช่ดั 

4+ สีแดงมะฮอกกานีเขม้ในซีรัมหรือพลาสมา ไม่สามารถอ่านหนงัสือพมิพไ์ด ้

หมายเหตุ: เซลลเ์ม็ดเลอืดแดงแตกจะทาํให้ซีรัมหรือพลาสมามีลกัษณะที่มสีี แต่ใส 

ในขณะที่เมือ่มีการปนเป้ือนเซลลเ์ม็ดเลอืดแดงจะทาํให้ซีรัมหรือพลาสมามีลกัษณะขุ่น 

HI-FBS ซีรัมจากตวัอ่อนววัที่ถูกลดฤทธ์ิดว้ยความร้อน 

HPTN HIV Prevention Trials Network 

HVTN HIV Vaccine Trials Network 

มีดีซ่าน (icteric) พลาสมามีสีเขียวหรือส้มซ่ึงบ่งบอกว่ามบีิลิรูบินเพิ่มขึ้น 

LDMS ระบบการจดัการขอ้มูลห้องปฏิบติัการ 

LM คู่มือห้องปฏิบติัการ (HPTN) 

LPC แผนภูมิการทาํกระบวนการของห้องปฏิบติัการ (ACTG) 

PBMC เซลลเ์ม็ดเลือดชนิดนิวเคลียสเดียวจากเลอืดส่วนปลาย 

PBS นํ้าเกลือทีบ่ฟัเฟอร์ดว้ยฟอสเฟต 

PI ผูวิ้จยัหลกั 

PTID/PID หมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้ร่วม 

QS ทาํให้มปีริมาณเพียงพอ—เติมปริมาณของเหลวให้เพียงพอเพื่อให้ไดป้ริมาตรที่ระบุไว ้

อุณหภูมิห้อง (RT) 15 ถงึ 25°ซ หรือสูงถงึ 30°ซ โดยข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ 

SPLI คาํแนะนาํห้องปฏิบติัการที่ทาํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ (HVTN) 

ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ 

(UWBV) 

ปริมาตรที่วดัไดข้องเลอืดครบ ซ่ึงจะถกูทาํกระบวนการจริง (ปริมาตรของเลอืดครบทีส่ามารถใชไ้ดอ้าจไมเ่ท่ากบัความจุของหลอด) 

การจัดเกบ็ในเฟสไอ การจดัเกบ็ไนโตรเจนเหลว (LN2) ในเฟสไอเป็นพื้นที่ใน  

ถงัจดัเกบ็ที่อยูเ่หนือ LN2 เหลวที่กน้ถงั 

WDR รีเอเจนตส์าํหรับการลา้งและการเจือจาง (HBSS, PBS) 
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ภาคผนวก A: แผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC  

หมายเหตุ: ตอ้งกรอกช่องขอ้มูลในแผ่นงานน้ีดว้ยมือโดยใชป้ากกา 

 

ห้องปฏิบติัการท่ีทาํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ: โครงการวิจยั:  

ID ของผูเ้ขา้ร่วม (PTID/PID): หมายเลขนดัหมาย: ประเภทนดัหมาย: 

วนัท่ีเก็บ: เวลาท่ีเก็บ: 

วนัท่ีเร่ิมทาํกระบวนการ: 
 

เวลาท่ีเร่ิมทาํกระบวนการ: 
 

ทาํกระบวนการโดย (ช่ือยอ่): 
 

รีเอเจนต ์ ผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นท่ีผลิต วนัหมดอาย ุ

DMSO     

FBS    

WDR: HBSS หรือ PBS (วงกลมเลือกหน่ึงอยา่ง)    

หลอดแยกเซลล ์(ฟริต)    

ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น    

 ปริมาตรเป็นมิลลิลิตร (บนัทึกเป็น X.Y) วนัหมดอาย ุ

CPS 
CPS DMSO FBS 

1 วนัทาํการ (<18 ชัว่โมง) 
   

ขอ้มูลท่ีจะบนัทึกในระหว่างการทาํกระบวนการ ตวัอยา่ง 

ประเภทหลอดตวัอยา่ง (วงกลมเลือกหน่ึงประเภท หรือบนัทึกประเภทหลอด “อื่น ๆ”) 
ACD / HEP / EDT 

อื่น ๆ: ____________ 

สภาวะของเลือด (วงกลมเลือกหน่ึงสภาวะหรือมากกว่า เพิ่มความคิดเห็นในหนา้หลงัตามท่ีจาํเป็น) SAT/ HEM / CLT 

ปริมาตรของเลือดครบท่ีสามารถใชไ้ดท่ี้วดัได ้(ให้ใกลก้บั 0.1 มิลลิลิตร มากท่ีสุด)  มิลลิลิตร 

บ่งช้ีวิธีการทาํกระบวนการ (วงกลมเลือกหน่ึงวิธี) CSTFB / โอเวอร์เลย ์/ อนัเดอร์เลย ์

วิธีการนบั: ช่ือเคร่ืองมือจาํเพาะหรือการนบัดว้ยมือ (บนัทึกในช่องทางดา้นขวา)  

ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบัของ HBSS (หรือ WDR อื่น ๆ) (V) (บนัทึกเป็น X.Y) มิลลิลิตร 

ความเขม้ขน้เฉลี่ยของจาํนวนเซลลจ์ากการนับ (C)  x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 

จาํนวนเซลล์ทั้งหมด (T) = C x V x 106 เซลล ์

คาํนวณเซลลท่ี์ได/้มิลลิลิตรของเลือดครบ 

(การตรวจสอบการควบคุมคุณภาพ)= (T/ปริมาตรของเลือดครบท่ีสามารถใชไ้ด)้ 
x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 

คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS ท่ีประมาณไว ้(V1)=(T/15x106 เซลล์/มิลลิลิตร)(1 มิลลิลิตร) มิลลิลิตร 

คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ยของ CPS (Vf), (V1 ซ่ึงปัดเศษลงให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มท่ีใกลท่ี้สุด (X.0)) มิลลิลิตร 

คาํนวณจาํนวนเซลลจ์ริงต่อไวแอล 

N2 = (T/Vf) x V2; (V2=1 มิลลิลิตร) 
x 106 เซลล/์ไวแอล 

พิมพแ์ละควบคุมคุณภาพเน้ือหา/บาร์โคด้ของฉลาก LDMS (ช่ือยอ่ของบุคคลท่ีดาํเนินการควบคุมคุณภาพ)  

วนัท่ีและเวลาท่ีถูกแช่แขง็ (ววดดดปปปป/ชช:นน) (อธิบายในหัวขอ้ความคิดเห็น หากไม่อยูภ่ายใน 4 ช่ัวโมงของเวลาท่ีเร่ิมทาํกระบวนการ)  

จาํนวนไครโอไวแอลท่ีถูกแช่แขง็จริง 

หมายเหตุ: ควรเท่ากบัปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ยของ CPS สาํหรับแอลิควอต 1 มิลลิลิตร (Vf) 
 

กรอกรายการ LDMS ท่ีเหลือ รวมถึงจาํนวนเซลลท์ั้งหมดจากการนบัและเวลาท่ีถูกแช่แขง็ (ช่ือยอ่)  
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ภาคผนวก A: แผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC หน้า 2 ของจํานวน 2 หน้า 

หมายเหตุ: ตอ้งกรอกช่องขอ้มูลในแผ่นงานน้ีดว้ยมือโดยใชป้ากกา 
 

ห้องปฏิบติัการท่ีทาํกระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ: 

PTID/PID: 

การขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงักล่องจดัเก็บสาํหรับตูแ้ช่แขง็ 

บุคคลท่ีขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัสถานท่ีเก็บกล่องจดัเก็บท่ีกาํหนดโดย LDMS  

วนัท่ี (ววดดดปปปป)/เวลาท่ีขนถ่ายไครโอไวแอลจากอุปกรณ์แช่แขง็แบบควบคุมอตัราไปยงักล่องจดัเก็บ 

(ตอ้งรักษาตวัอยา่งไวท่ี้ -80°ซ ในระหว่างการขนถ่าย) 
 

การทบทวนคร้ังแรก (ปฐมภูม)ิ (ช่ือยอ่/วนัท่ี)  

การทบทวนคร้ังสุดทา้ย (ทุติยภูมิ) (ช่ือยอ่/วนัท่ี)  

 

จาํนวนฮีมาไซโตมิเตอร์จากการนับ  จาํนวนทั้งหมดจากการนบั เซลลท์ี่มีชีวิต ไม่มีชีวิต 

ส่ีเหลี่ยมจตุัรัส #1 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

ส่ีเหลี่ยมจตุัรัส #2 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

ส่ีเหลี่ยมจตุัรัส #3 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

ส่ีเหลี่ยมจตุัรัส #4 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

จาํนวนเซลลเ์ฉลี่ยจากการนับต่อส่ีเหลี่ยมจตุัรัส (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

แฟกเตอร์ในการเจือจาง PBMC (1:DF*)    

แฟกเตอร์ของฮีมาไซโตมิเตอร์สาํหรับเซลล/์มิลลิลิตร 104 104 104 

ความเขม้ขน้ของจาํนวนเซลลจ์ากการนับ (C) = (เซลลเ์ฉลี่ย/ตารางมิลลิเมตร)(DF)(104); 

แปลงให้เป็น 106 เซลล/์มิลลิลิตร 
ไม่เก่ียวขอ้ง 

x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 
ไม่เก่ียวขอ้ง 

% ความอยูร่อดได ้=  

(ส่ีเหลี่ยมจตุัรัสของเซลลท่ี์มีชีวิต 4 อนั/ส่ีเหลี่ยมจตุัรัสของเซลลท์ั้งหมด 4 อนั) (100) ไม่เก่ียวขอ้ง 

 

ไม่เก่ียวขอ้ง 

*หมายเหตุ: แฟกเตอร์ในการเจือจาง (DF) = (ส่วนของเซลล ์+ ส่วนของของไหลในการเจือจาง)/ส่วนของเซลล ์
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

**หมายเหตุ: การเจือจางสาํหรับเคร่ืองนับอตัโนมติัเป็นกรณีท่ีพบไดย้ากมาก หากดาํเนินการนบัโดยตรง ให้ป้อน 1 ในช่อง DF และกรอกในคอลมัน์  
 

ความคิดเห็น การเบ่ียงเบนจากโครงการวิจยั และขอ้มูลเพิ่มเติมท่ีไม่ไดบ้นัทึกไวท่ี้อื่นในแผ่นงานน้ี: 

 

 

จาํนวนเซลล์จากการนบัโดยอตัโนมติั (103/ไมโครลิตร=106/มิลลิลิตร) การนบั #1 

จาํนวนเซลล์จากการนบั (C) เป็นเซลล ์x 106/มิลลิลิตร  

แฟกเตอร์ในการเจือจาง PBMC (1:DF**)  

ความเขม้ขน้ของเซลล ์= (C)(DF)  

x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 

% ความอยูร่อดได ้(หากเก่ียวขอ้ง)  
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ภาคผนวก B: ตัวอย่างบันทึกการเปล่ียนไอโซโพรพานอล Nalgene® Mr. Frosty™ 

หมายเหตุ: ตอ้งเปลี่ยนไอโซโพรพานอลทุกรอบการแช่แขง็/การละลายรอบท่ีห้า 

 

ทบทวน 

โดย:    

วนัท่ี: 

 

วันท่ีใช้ 

เปลี่ยนไอโซโพรพานอล  

(ใช่/ไม่) ช่ือย่อ 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

 

วันท่ีใช้ 

เปลี่ยนไอโซโพรพานอล  

(ใช่/ไม่) ช่ือย่อ 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

 



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 

 

 

 หนา้ 29 ของ 36 หนา้ 

 

 

ภาคผนวก C: การแก้ไขปัญหา: การฟ้ืนตัวของ PBMC เมื่อไม่มีแถบ PBMC ที่กําหนดไว้หลังจากการป่ันเหวี่ยงแบบเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 

 

C.1. ท่ีมา: หากมบีางอยา่งผิดพลาดในระหว่างการป่ันเหว่ียงเลอืดแบบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นและชั้นพลาสมาจะไม่แยกกนัอยา่งสมบูรณ ์และทา่นอาจไม่เห็นชั้น PBMC อยา่เพิ่งตกใจ การฟ้ืนตวัของ PBMC 

บางส่วนสามารถทาํไดด้ว้ยขั้นตอนเพิ่มเติม 

 

C.2 ระบุปัญหา: 

 C.2.1 นาํหลอดออกจากเคร่ืองป่ันเหว่ียงและขนถ่ายไปยงัแท่นวาง 

 C.2.2 พยายามระบสุาเหตุที่ทาํให้ไม่มชีั้น PBMC ทีช่ดัเจน สาเหตุที่เป็นไปไดม้ีดงัต่อไปน้ี: 

• หลอดหล่นหรือกระแทก 

• เบรกเปิดอยู ่ 

• ความเร็วในการป่ันเหว่ียงสูงเกินไป ทวนสอบว่าการตั้งค่ารอบต่อนาทีถกูตอ้งสาํหรับกระบวนการที่ใช ้(CSTFB 

หรือการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่นดว้ยมือ) โดยตรวจสอบแผนภูมิ RCF/รอบต่อนาทสีาํหรับโรเตอร์ 

เคร่ืองป่ันเหว่ียงบางเคร่ืองตอ้งมีการตั้งค่าบนเคร่ืองป่ันเหว่ียงตรงกบัประเภทของถว้ยใส่หลอดที่ใช ้หากการตั้งค่าไม่ถกูตอ้ง 

เคร่ืองป่ันเหว่ียงอาจคาํนวณความเร็วผิดพลาด 

• เคร่ืองป่ันเหว่ียงงหยดุทาํงานเน่ืองจากแหลง่จ่ายไฟจ่ายไฟไม่ต่อเน่ือง 

• ฟริตหลุดออกจากที ่(มกัเกิดจากความเร็วในการป่ันเหว่ียงทีสู่งเกินไป แต่บางคร้ังอาจมีหลอดชาํรุดในชุดการผลิต) 

• เคร่ืองป่ันเหว่ียงไม่สมดุล  

• ผูบ้ริจาคมีจาํนวนลิมโฟไซต ์เซลลเ์ม็ดเลอืดขาว หรือฮีมาโทคริตตํ่า 

 

C.3 จากสาเหตุข้างต้น ห้าสาเหตุแรกสามารถแก้ไขได้ง่าย หากสาเหตุเกิดจากเคร่ืองป่ันเหวีย่งไม่สมดุล ให้หาว่าเหตุใดเคร่ืองป่ันเหวีย่งจึงไม่สมดุล ตรวจสอบดังต่อไปน้ี: 

 C.3.1 ตรวจสอบว่าหลอดสมดุลหรือไม ่

 C.3.2 ตรวจสอบว่าถว้ยใส่หลอดของเคร่ืองป่ันเหว่ียงสมดุลหรือไม ่

 C.3.3 ตรวจสอบว่าแขนและถว้ยใส่หลอดของเคร่ืองป่ันเหว่ียงไดรั้บการใส่จารบีและนํ้ามนัอยา่งเหมาะสมหรือไม ่

หมายเหตุ: หากสงสัยเคร่ืองป่ันเหว่ียงเคร่ืองใดเคร่ืองหน่ึง ให้ใชเ้คร่ืองอื่น 

 

C.4 หากปัญหาน่าจะได้รับการแก้ไขแล้ว ให้ป่ันเหวีย่งตัวอย่างซ้ําดังน้ี:  

 C.4.1 รีเอเจนต:์ 

• ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

• หลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 50 มลิลิลิตร 

• ปิเปต 

 C.4.2 วิธีการ: 

หมายเหตุ: ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นเป็นพิษต่อเซลล ์ดงันั้นจึงควรทาํงานอยา่งมีประสิทธิภาพ 

  C.4.2.1   เติมตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 50 มลิลิลิตร ปราศจากเช้ือ (ไมใ่ช่ CSTFB) 

  C.4.2.2   ปลอ่ยให้ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอุ่นจนมีอุณหภูมิเท่ากบัอณุหภูมห้ิอง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ขณะเดียวกนัให้ทาํงานกบัตวัอยา่ง 

  C.4.2.3   สาํหรับหลอดที่ผสมแลว้แต่ละหลอด ให้ติดฉลากหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร ดว้ย PTID 

ใชปิ้เปตเพื่อนาํส่ิงที่อยูใ่นตวัอยา่งที่ผสมแลว้ออกจากการแยกหรือ CSTFB อยา่งชา้ ๆ (โดยปกติ ฟริตของ CSTFB จะหลุดออกจากที่) 



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 

 

 

 หนา้ 30 ของ 36 หนา้ 

 

 

  C.4.2.4   ถ่ายตวัอยา่งที่ผสมแลว้ 30 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มีตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น  

  C.4.2.5   ทาํเช่นน้ีซํ้ าสาํหรับตวัอยา่งที่ผสมแลว้ทั้งหมด 

  C.4.2.6   วางหลอดลงในเคร่ืองป่ันเหว่ียง โดยตรวจสอบว่าหลอดสมดุลหรือไม ่

  C.4.2.7   ป่ันเหว่ียงเป็นเวลา 30 ถึง 40 นาททีี ่400 x แรงโนม้ถ่วง โดยปิดเบรกที่อณุหภูมห้ิอง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึ้นอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

  C.4.2.8   ตอนน้ีควรสามารถมองเห็นชั้น PBMC ได ้(บ่อยคร้ังจะสูญเสียบางเซลลไ์ป ดงันั้นชั้นจึงอาจบางได)้ 

  C.4.2.9   ถ่ายชั้น PBMC ลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 50 มลิลลิิตร ที่ติดฉลากดว้ยตวัระบุ PTID อยา่งระมดัระวงั 

ใชห้ลอดใหมห่น่ึงหลอดสาํหรับหลอดตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นทุกหลอด 

  C.4.2.10   ปิดฝาหลอดตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอีกคร้ัง 

  C.4.2.11   กลบัไปที่หวัขอ้ 15 ของโครงการวิจยัหลกั 

 

หมายเหตุ: ในหวัขอ้ “ความคิดเห็นและการเบี่ยงเบนจากโครงการวิจยั” ของแผ่นงานการทํากระบวนการกบั PBMC ให้บนัทกึรายละเอียดของการเบี่ยงเบนจาก SOP (นัน่คือ 

การดาํเนินขั้นตอนจาก “ภาคผนวก C” เพือ่ฟ้ืนตวั PBMC เน่ืองจากไม่มีแถบ PBMC ทีก่าํหนดไวห้ลงัจากการป่ันเหว่ียงแบบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น) นอกจากน้ี 

สังเกตว่าการป่ันเหว่ียงซํ้ าใชเ้วลานานเท่าไรเพื่อจะประมาณไดว่้าเซลลอ์ยูใ่นตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นนานเพียงใด  

  



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 

 

 

 หนา้ 31 ของ 36 หนา้ 

 

 

ภาคผนวก D: การรวมช้ันบัฟฟีโคตสําหรับการแยก PBMC ด้วยตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 

 

สามารถใชก้ระบวนการน้ีเมื่อทาํการแยก PBMC จากหลอดเลือดหลายหลอดท่ีมีการรวมกนัของ PTID-สารกนัเลือดเป็นลิ่มเดียวกนั 

กระบวนการน้ีช่วยให้สามารถรวมชั้นบฟัฟีโคตเพื่อลดการใชรี้เอเจนต์และวสัดุส้ินเปลือง เพิ่มการฟ้ืนตวั และลดการปนเป้ือน 

 

บฟัฟีโคตเป็นส่วนของเลือดครบท่ีใส่สารกนัเลือดเป็นลิ่มท่ีมีเซลลเ์ม็ดเลือดขาว (WBC) และเกล็ดเลือด 

และเกิดข้ึนหลงัจากการป่ันเหว่ียงท่ีรอยต่อของชั้นพลาสมาและเซลลเ์ม็ดเลือดแดง WBC ส่วนใหญ่จะพบในชั้นบฟัฟีโคต โดยมีส่วนเพียงเล็กนอ้ยมาก (ทั้งหมด <1 ลา้น) 

ท่ียงัคงอยู่ในกลุ่มเซลลเ์ม็ดเลือดแดงหลงัจากเก็บบฟัฟีโคต ชั้นบฟัฟีโคตจะถูกเก็บพร้อมกบัส่วนเล็กนอ้ยของพลาสมาและเซลลเ์ม็ดเลือดแดง (ประมาณ 1.5 มิลลิลิตร) 

แลว้ถูกเจือจางก่อนการโอเวอร์เลยบ์นตวักลางเกรเดียนตส์าํหรับการแยกลิมโฟไซต ์ 

 

กระบวนการ: 

D1. ตอ้งแน่ใจว่าท่านไดด้าํเนินขั้นตอนในหัวขอ้ 14.4.1 ถึง 14.4.2 เสร็จส้ินแลว้  

D2. ป่ันเหว่ียงเลือดครบท่ี 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที 

D3. เก็บพลาสมา (และเก็บรักษาไวต้ามท่ีจาํเป็น - ดูหัวขอ้ 14.3.4 ถึง 14.3.7) 

จากแต่ละหลอดจนถึงภายในประมาณ 5 มิลลิเมตร จากชั้นบฟัฟีโคต (ซ่ึงเห็นไดช้ดัในกรณีส่วนใหญ่ 

เวน้แต่ผูป่้วยจะมีภาวะนิวโทรฟิลตํ่า/ลิมโฟไซตต์ํ่าอยา่งรุนแรง) 

D4. กาํหนดความจุและจาํนวนของหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมท่ีจะจาํเป็นสาํหรับการรวมกนัของ  

PTID-สารกนัเลือดเป็นลิ่มแต่ละชุด ห้ามรวมตวัอยา่งจาก PTID/สารกนัเลือดเป็นลิ่มท่ีแตกต่างกนั โดยทัว่ไป: 

• สามารถรวมบฟัฟีโคตจากหลอดเก็บเลือดขนาด 10 มิลลิลิตร 

สองหลอดลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 15 มิลลิลิตร หน่ึงหลอด  

• สามารถรวมบฟัฟีโคตจากหลอดเก็บเลือดขนาด 10 มิลลิลิตร 

สูงถึงหกหลอดลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม 50 มิลลิลิตร หน่ึงหลอด 

D5. ติดฉลากหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมแต่ละหลอดดว้ย PTID  

D6. เติม WDR ลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมปราศจากเช้ือแต่ละหลอด 

 

ความจุของหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลม (มิลลิลิตร) ปริมาตรของ WDR (มิลลิลิตร) 

15 3 

50 10-15 

 

D7. จบัหลอดท่ีพลาสมาหมดไปแลว้ (ซ่ึงตอนน้ีมีพลาสมาตกคา้งในปริมาณเล็กนอ้ยและเซลลท่ี์อดัแน่น) ท่ีมุมประมาณ 30° 

D8. ใชปิ้เปตท่ีทาํจากพอลิโพรพิลีนแบบใชแ้ลว้ท้ิงท่ีมีรูกวา้ง (wide bore) ขนาด 2.5 มิลลิลิตร ปราศจากเช้ือในการเก็บบฟัฟีโคต 

ดูดบฟัฟีโคตออกโดยขยบัปลายดา้นล่างของหลอดลงให้ตํ่าลง ดูดพลาสมาชา้ ๆ ตามดว้ยบฟัฟีโคต ซ่ึงจะ “เลื่อน” ชั้นเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีอดัแน่น 

(การดูดออกประมาณ 1.5 มิลลิลิตร) ลงดา้นล่าง ถ่ายบฟัฟีโคตไปยงัหลอดท่ีมี WDR โดยกลั้วปิเปต 2 ถึง 3 คร้ังดว้ยสารแขวนตะกอนของ WDR/เซลล ์

D9. เก็บและรวมบฟัฟีโคตจากหลอดท่ีเหลือสาํหรับการรวมกนัของ PTID-สารกนัเลือดเป็นลิ่มดงักล่าว 

D10. QS สารแขวนตะกอนของ WDR/เซลลด์ว้ย WDR เพิ่มเติมจนไดป้ริมาตรท่ีตอ้งการสาํหรับการดาํเนินการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

ค่อย ๆ ผสมบฟัฟีโคตท่ีรวมกนั 3 ถึง 4 คร้ังดว้ยปิเปต 

D11. ดาํเนินการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่นต่อในขั้นตอนในหัวขอ้ 14.5 สาํหรับ 14.5 “เลือดท่ีเจือจางแลว้” หมายถึง 

“บฟัฟีโคตท่ีเจือจางแลว้” 

พลาสมา 

(55% ของเลือดทั้งหมด) 

บฟัฟีโคต 

ลิวโคไซตแ์ละเกล็ดเลือด 

(<1% ของเลือดทั้งหมด) 
อิริโทรไซต์ 

(45% ของเลือดทั้งหมด) 



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 

 

 

 หนา้ 32 ของ 36 หนา้ 

 

 

ภาคผนวก E: รีเอเจนต์และวัสดุส้ินเปลืองตัวอย่าง 

หมายเหตุ: ตอ้งจดัซ้ือรีเอเจนต์ทั้งหมดแบบปราศจากเช้ือ และตอ้งใชเ้ทคนิคปลอดเช้ือ 
 

รีเอเจนต/์วสัดุส้ินเปลือง ตวัอยา่ง เลือกได/้จาํเป็น 

CSTFB แห้ง • หลอดแยก Accuspin™ 

• หลอดแยก Leucosep®  

เลือกได ้(หมายเหตุสําหรับ HVTN: จาํเป็น) 

หลอดแยกเซลลท่ี์มีตวักั้นแบบฟริต (CSTFB) 

ท่ีเติมตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 1.077 

ไวล้่วงหนา้ 

• Accuspin™ System Histopaque®-1077 เลือกได ้(หมายเหตุสําหรับ HVTN: ไม่อนุญาต 

หากไม่ไดรั้บอนุมติัจากเครือข่าย) 

ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 1.077 • Ficoll-Paque PLUS และ PREMIUM 

• Lymphoprep™ 

• ตวักลางสาํหรับการแยกลิมโฟไซต ์– LSM ™ 

เลือกได ้

ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์(DMSO) 

เกรดสาํหรับการเพาะเลี้ยงเซลล ์ 

• Hybrimax, Sigma-Aldrich แคต็ตาล็อก # D2650,  

ท่ีผ่านการทดสอบชีวพิษภายในตวั (endotoxin) 

และการทดสอบไฮบริโดมาแลว้ 

• หรือผลิตภณัฑท่ี์เทียบเท่า 

จาํเป็น 

ซีรัมจากตวัอ่อนววั (FBS)  ACTG และ HPTN: 

ดูขอ้มูลเก่ียวกบัรุ่นท่ีผลิตปัจจุบนัท่ีตรวจสอบความ

เท่ียงตรงโดย IQA 

HVTN 

(และโครงการวิจัยข้ามเครือข่ายบางโครงการกบั 

HVTN): เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS 

ท่ีไดรั้บอนุมติัจาก HVTN 

ให้ห้องปฏิบติัการในลกัษณะท่ีถูกลดฤทธ์ิดว้ยควา

มร้อนแลว้ ผูจ้าํหน่ายและรุ่นท่ีผลิตของ FBS 

ท่ีไดรั้บอนุมติัจาก HVTN 

จะไม่สามารถจดัซ้ือนอกห่วงโซ่อุปทาน/กระบวน

การของ HVTN ได ้

ไครโอไวแอล • หลอด Nunc CryoTubes™ ท่ีทาํจากพอลิโพรพิลีน (PP) 

มีเกลียวใน และฝาเกลียว #377267 

• Greiner Cryotubes แบบมีเกลียวใน ฝาเกลียวธรรมชาติ 

ทาํจากพอลิโพรพิลีน (PP) กน้กลม มีพื้นท่ีเขียน ฐานรูปดาว 

ปราศจากเช้ือ #122263  

• ไวแอลแบบไครโอเจนิกท่ีทาํจากพอลิโพรพิลีน 

มีเกลยีวใน ตั้งไดเ้อง และมีกน้กลม Corning® ขนาด 2 

มิลลิลิตร #430488 

ควรใช ้

Nunc/ตอ้งมีเกลียวในสาํหรับเครือข่ายทั้งหมด 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ตอ้งใช ้Nunc 

CryoTubes™ #377267 

สาํหรับโครงการวิจยัของเครือข่ายของ HVTN 

การใชส่ิ้งใด ๆ แทนท่ีตอ้งไดรั้บอนุมติัจาก HVTN 

ก่อนท่ีห้องปฏิบติัการจะทาํการจดัซ้ือ 

ฉลากแบบไครโอเจนิก • Cryo-Tags® และ Cryo-Babies® Brady B461 หรือ B490 

• ฉลากสาํหรับตูแ้ช่แขง็ Shamrock 

เลือกได ้

ปากกาทาํเคร่ืองหมาย • Fisherband* Marking Pens  

#13-379 

• Nalgene® Lab Pen/Lab Marker #6310/#6311 

เลือกได ้

 

 

 



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 
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ภาคผนวก F: คู่มือฉบับย่อของ SOP เก่ียวกับ PBMC—CSTFB  

ต้องใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และ LDMS สําหรับเครือข่ายท้ังหมด (ดูหวัขอ้ 5 สาํหรับรายละเอียด) กอ่นใชคู้ม่ือฉบบัยอ่น้ีเป็นคร้ังแรก ตอ้งทบทวน SOP เก่ียวกบั 

PBMC ฉบบัเต็มเพือ่ดูหมายเหตุและรายละเอียดทีส่าํคญั ตลอดจนแนวทางที่จาํเพาะต่อเครือข่าย 

ขั้นตอน  การอ้างองิกับ SOP 

1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ 11.2 

2. เตรียมตวัอยา่งเลอืดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุส้ินเปลอืง 13.2 

3. หากต้องใชแ้อลิควอตของพลาสมาตามคาํแนะนาํของโครงการวิจยั: 

a. ป่ันเหว่ียงเลอืดครบที ่200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาท ี

b. ทาํเคร่ืองหมายปริมาตรทั้งหมดของเลอืดที่เมนิสคสั แลว้ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 15 หรือ 50 มลิลลิิตร 

ที่ติดฉลากแลว้สาํหรับการทาํกระบวนการเพิม่เติม (800 ถงึ 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที โดยเลอืกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได)้ 

c. เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอเพือ่ทาํให้เลอืดกลบัมามีเลอืดครบในปริมาตรดั้งเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อ 

13.3 

4. เติม WDR 5 มิลลิลิตร ลงใน CSTFB ที่ติดฉลากแลว้แต่ละหลอด และ WDR 25 มิลลลิิตรลงในหลอดลา้งแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร 

ที่สอดคลอ้งกนัที่ติดฉลากแลว้แต่ละหลอด (หมายเหตุ: สามารถดาํเนินการกอ่นหนา้นั้นไดโ้ดยเป็นส่วนของการเตรียมการ [ขั้นตอนที ่2]) 

5. ถ่ายเลอืด 15 ถึง 20 มิลลลิิตร (12-22 ก็ไดรั้บอนุญาต) ลงใน CSTFB ที่ติดฉลากแลว้  

a. ติดตามปริมาตรที่วดัไดอ้ยา่งระมดัระวงั บนัทึก UWBV ที่วดัไดใ้ห้แม่นยาํให้ใกลก้บั 0.1 มิลลลิิตร มากทีสุ่ด 

6. เติมปริมาตรที่กลั้วในหลอด WDR และ WDR ขั้นสุดทา้ยลงใน CSTFB สูงถึง 30 มิลลิลิตร (WDR + เลือดครบ) 

13.4 

7. ป่ันเหว่ียงที่ 800 ถึง 1000 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 15 นาททีี ่15 ถึง 30°ซ โดยปิดเบรก/ตั้งค่าเป็นศูนย ์ 

8. ตรวจสอบหลอดเพือ่หาปัญหาที่อาจเกิดข้ึนได ้

9. เก็บบฟัฟีโคตของ CSTFB แต่ละชั้นลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลติร ทีส่อดคลอ้งกนัหลอดเดียวที่ติดฉลากแลว้ที่เติม WDR 25 

มิลลลิิตร ไวล้่วงหนา้  

13.5 

10. เติม WDR เพื่อ QS ให้มปีริมาตรทั้งหมดที ่45 มิลลิลิตร และคอ่ย ๆ ผสม 

11. การลา้ง #1—ป่ันเหว่ียงที ่200 ถงึ 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีที ่15 ถงึ 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้ 

12. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์บนัทกึการสังเกตที่ไม่คาดคิด 

13. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล ์

15.1 

14. ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนเซลลใ์น WDR ปริมาณเลก็นอ้ย ทาํให้ไดส้ารแขวนตะกอนของเซลลท์ี่เป็นเน้ือเดียวกนั 

15. รวมสารแขวนตะกอนของตะกอนสูงถึง 4 ชนิดลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลลิิตร หน่ึงหลอด 

16. เติมปริมาตรที่กลั้วในหลอด WDR และ WDR ขั้นสุดทา้ยที่ 45 มลิลลิิตร ลงในหลอดเซลล ์

17. การลา้ง #2—ป่ันเหว่ียงที ่200 ถงึ 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีที ่15 ถงึ 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้

18. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์บนัทกึการสังเกตที่ไม่คาดคิด 

19. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล ์

15.2 

20. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบัของ WDR (V)  

21. รวมตะกอนเซลลล์งในหน่ึงหลอดโดยใช ้WDR ในปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ ปริมาตรน้ีเป็นปริมาตรทีใ่ชอ้ิงในการนบัจาํนวนเซลล ์

22. นบัและคาํนวณจาํนวนเซลลท์ั้งหมด 

23. คาํนวณเซลลท์ี่ไดเ้ป็นเซลล/์มิลลิลิตรของเลอืดครบที่สามารถใชไ้ด ้

15.3 

24. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ยของ CPS ตรวจสอบการคาํนวณ 15.4 

25. ดาํเนินการพิมพ ์การติดฉลาก และการควบคุมคุณภาพไครโอไวแอลให้เสร็จส้ินกอ่นป่ันเหว่ียงขั้นสุดทา้ย  15.5 

26. ป่ันเหว่ียงที่ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาททีี ่15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้ 15.6 

27. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล ์ 

28. ค่อย ๆ ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนใน CPS เยน็ (Vf) ขณะเดียวกนัให้หมุนหลอดเพื่อให้กระจายเท่า ๆ กนั คอ่ย ๆ ทาํแอลิควอตของ CPS-เซลล ์

15.7 

29. ทนัท ี(< 10 นาทีหลงัจากการเติม CPS ลงในตวัอยา่ง) ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลทั้งหมดไปยงัหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราและวางไวใ้นตูแ้ช่แขง็ 15.8 

30. หลงัจากช่วงเวลาที่เหมาะสม ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัอปุกรณ์จดัเก็บในสถานที่และขนส่งภายในช่วงเวลาที่เครือข่ายกาํหนดไว ้ 17 

31. กรอกและทบทวนแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และการป้อนขอ้มูลตามทีเ่ครือข่ายมีคาํสัง่ 18.1 
 



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 
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ภาคผนวก G: คู่มือฉบับย่อของ SOP เก่ียวกับ PBMC—โอเวอร์เลย์ด้วยมือ 

ต้องใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และ LDMS สําหรับเครือข่ายท้ังหมด (ดูหวัขอ้ 5 สาํหรับรายละเอียด) กอ่นใชคู้ม่ือฉบบัยอ่น้ีเป็นคร้ังแรก ตอ้งทบทวน SOP เก่ียวกบั 

PBMC ฉบบัเต็มเพือ่ดูหมายเหตุและรายละเอียดทีส่าํคญั ตลอดจนแนวทางที่จาํเพาะต่อเครือข่าย 

ขั้นตอน (ปริมาณสาํหรับตวัอยา่งที่มีขนาดเลก็กว่าจะเป็นตัวเอียง) การอ้างองิกับ SOP 

1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ 11.2 

2. เตรียมตวัอยา่งเลอืดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุส้ินเปลอืง 14.2 

3. หากต้องใชแ้อลิควอตของพลาสมาตามคาํแนะนาํของโครงการวิจยั: 

a. ป่ันเหว่ียงเลอืดครบที ่200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาท ี

b. ทาํเคร่ืองหมายปริมาตรทั้งหมดของเลอืดที่เมนิสคสั แลว้ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 15 หรือ 50 มลิลลิิตร 

สาํหรับการทาํกระบวนการเพิม่เติม (800 ถึง 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาท ีโดยเลือกใชเ้บรกหรือไมก่็ได)้  

c. เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอเพือ่ทาํให้เลอืดกลบัมามีเลอืดครบในปริมาตรดั้งเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อ 

14.3 

4. ถ่ายเลอืดครบลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 50 มลิลลิิตร (15 มิลลิลิตร) ปราศจากเช้ือและเจือจางดว้ย WDR ตามที่จาํเป็น 

5. โอเวอร์เลยเ์ลือดบนดา้นบนของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอยา่งระมดัระวงัและชา้ ๆ 

(วิธีอนัเดอร์เลยเ์ป็นทางเลอืกหน่ึงที่ไดรั้บอนุมติั ยกเวน้โครงการวิจยัของ HVTN) 

14.4 

6. ป่ันเหว่ียงที่ 400-800 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 15-30 นาที โดยปิดเบรก/ตั้งค่าเป็นศูนย ์

7. ตรวจสอบหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมแต่ละหลอดเพื่อหาปัญหาทีอ่าจเกิดข้ึนได ้

8. เก็บบฟัฟีโคตแต่ละชั้นลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร (15 มิลลิลิตร) ที่สอดคลอ้งกนัหลอดเดียว 

14.5 

9. เติม WDR เพื่อ QS ให้มปีริมาตรทั้งหมด 45 มิลลลิิตร (10 มิลลิลิตร) และค่อย ๆ ผสม 

10. การลา้ง #1—ป่ันเหว่ียงที ่200 ถงึ 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีที ่15 ถงึ 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้

11. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์ 

12. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล ์

15.1 

13. ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนเซลลใ์น WDR ปริมาณเลก็นอ้ย ทาํให้ไดส้ารแขวนตะกอนของเซลลท์ี่เป็นเน้ือเดียวกนั 

14. รวมสารแขวนตะกอนของตะกอนสูงถึง 4 ชนิดลงในหลอดป่ันเหว่ียงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลลิิตร หน่ึงหลอด (2 ชนิดลงในหลอดขนาด 

15 มิลลิลิตร)  

15. เติมปริมาตรที่กลั้วในหลอด WDR และ WDR ขั้นสุดทา้ยสูงถึง 45 มิลลลิิตร (10 มิลลิลิตร) ลงในหลอดเซลล ์

16. การลา้ง #2—ป่ันเหว่ียงที ่200 ถงึ 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีที ่15 ถงึ 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้

17. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์ 

18. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล ์

15.2 

19. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบัของ WDR (V)  

20. รวมตะกอนเซลลล์งในหน่ึงหลอดโดยใช ้WDR ในปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ ปริมาตรน้ีเป็นปริมาตรทีใ่ชอ้ิงในการนบัจาํนวนเซลล ์

21. นบัและคาํนวณจาํนวนเซลลท์ั้งหมด 

22. คาํนวณเซลลท์ี่ไดเ้ป็นเซลล/์มิลลิลิตรของเลอืดครบที่สามารถใชไ้ด ้

15.3 

23. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดทา้ยของ CPS ตรวจสอบการคาํนวณ 15.4 

24. ดาํเนินการพิมพ ์การติดฉลาก และการควบคุมคุณภาพไครโอไวแอลให้เสร็จส้ินกอ่นป่ันเหว่ียงขั้นสุดทา้ย  15.5 

25. ป่ันเหว่ียงที่ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาททีี ่15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้ 15.6 

26. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล ์ 

27. ค่อย ๆ ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนใน CPS เยน็ (Vf) ขณะเดียวกนัให้หมุนหลอดเพื่อให้กระจายเท่า ๆ กนั 

แนะนาํให้ทาํงานบนนํ้าแขง็เปียก 

28. ค่อย ๆ ทาํแอลิควอตของ CPS-เซลล ์

15.7 

29. ทนัท ี(< 10 นาทีหลงัจากการเติม CPS ลงในตวัอยา่ง) 

ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลทั้งหมดไปยงัหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราและวางไวใ้นตูแ้ช่แขง็ 

15.8 

30. หลงัจากช่วงเวลาที่เหมาะสม ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัอปุกรณ์จดัเก็บในสถานที่และขนส่งภายในช่วงเวลาที่เครือข่ายกาํหนดไว ้ 17 

31. กรอกและทบทวนแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และการป้อนขอ้มูลตามทีเ่ครือข่ายมีคาํสัง่ 18.1 

 

  



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 

 

 

 หนา้ 35 ของ 36 หนา้ 

 

 

ภาคผนวก H: ประวัติการแก้ไขจากเวอร์ชัน 6.0 ไปเป็น 7.0 

 

เวอร์ชัน 

วันท่ีมีผล 

(วว/ดด/ปป) หัวข้อ การแก้ไข 

7.0 

19 สิงหาคม 2024  

ทั้งหมด เพิ่มโลโก ้HANC ท่ีแกไ้ขใหม่ในส่วนหัว 

ทั้งหมด ลบการอา้งอิงถึง MTN 

ทั้งหมด ลบการอา้งอิงถึง IMPAACT 

ทั้งหมด อปัเดตหัวขอ้ทั้งหมดอยา่งครอบคลุมให้สอดคลอ้งกบัแนวทาง โครงการวิจยั และแนวปฏิบติัในปัจจุบนั 

การอนุมติั ลบการอนุญาตของ MTN 

การอนุมติั ลบการอนุญาตของ IMPAACT 

การอนุมติั Kathryn Dougherty ทาํหนา้ท่ีแทน John Hural สาํหรับการอนุญาตของ HVTN 

8.1.5 ขอ้กาํหนดสาํหรับไครโอไวแอลท่ีมีเกลียวในสําหรับการจดัเก็บ PBMC 

15.4 วิธีการบรรจุไวแอลท่ีสอดคลอ้งกนัสาํหรับ ACTG, HPTN และ HVTN  

6.0 

26 เมษายน 2018 

การอนุมติั Grace Aldrovandi ทาํหนา้ท่ีแทน Bob Coombs สาํหรับการอนุญาตของ ACTG John Hural ทาํหนา้ท่ีแทน Constance 

Ducar สาํหรับการอนุญาตของ HVTN Edward Livant ทาํหนา้ท่ีแทน Charlene Dezzutti สาํหรับ 

การอนุญาตของ MTN 

8.1.4 เพิ่มขอ้กาํหนดเพิ่มเติมท่ีบนัทึกในบนัทึกประจาํวนัท่ี 7 ตุลาคม 2016 สาํหรับห้องปฏิบติัการของ ACTG และ IMPAACT 

เท่านั้น อีกทั้งเพิ่มขอ้กาํหนดเพิ่มเติมเก่ียวกบัไครโอไวแอลสาํหรับเครือข่ายทั้งหมด 

18.2.1 เพิ่มแนวทางเพิ่มเติมท่ีเก่ียวขอ้งกบัจุดตั้งอุณหภูมิตูแ้ช่แขง็  

ภาคผนวก D เปลี่ยน “WBC ส่วนมาก…” เป็น “WBC ส่วนใหญ่…”  

ภาคผนวก G เพิ่มขอ้มูลเพิ่มเติมในหัวขอ้ไครโอไวแอลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใชห้ลอดไมโครทิวบ์ฝาเกลียว SARSTEDT 

5.2 

22 กนัยายน 2014 

5.1.3 เปลี่ยน “ห้องปฏิบติัการอาจใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ของ HVTN 

หรือแกไ้ขให้เหมาะสมสาํหรับกระบวนการของห้องปฏิบติัการนั้น” เป็น 

“ห้องปฏิบติัการอาจใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ของ HVTN 

ซ่ึงแกไ้ขให้เป็นไปตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายท่ีสอดคลอ้งกนัและเหมาะสาํหรับกระบวนการของห้องปฏิบติัการนั้น” 

5.1 

30 กรกฎาคม 2014 

5.1.3 แนวทางสาํหรับการติดตามแผนภูมิการทาํกระบวนการกบั PBMC-: จาํนวนเซลลท์ั้งหมด : เติม “(เลือกไดส้าํหรับ 

HVTN)” ถดัจาก N 

16.4.5 ละเวน้หมายเหตุเน่ืองจากไม่มีฟริตในหลอดแบบกน้แหลมเมื่อทาํโอเวอร์เลยห์รืออนัเดอร์เลยด์ว้ยมือ 

16.4.6 เปลี่ยนการอา้งอิงสาํหรับวิธีโอเวอร์เลยเ์ป็น 16.4.6.1 และวิธีอนัเดอร์เลยเ์ป็น 16.4.6.2 

18.1 เพิ่มแนวทางเก่ียวกบัเวลาจดัเก็บ/ขนถ่ายสาํหรับ HPTN, IMPAACT และ MTN  

14, 18.1, 18.3, 18.3.1 เปลี่ยน “ตูแ้ช่แขง็เชิงกล LN2/-150oซ” เป็น “ถงั LN2 หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกล -150oซ” 

18.3 ปรับภาษาเก่ียวกบั PBMC ท่ีเก็บในถงั LN2 หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกล -150oซ ให้ง่ายขึ้นและไม่รวมขอ้ระบุว่า “นานกว่า 4 

สัปดาห”์  

18.3.1-18.3.2 เปลี่ยนแนวทางเก่ียวกบัเวลาขนถ่ายท่ีจาํเป็นจาก “วนัทาํการถดัไป” เป็น “ภายใน 72 ชัว่โมง”  

18.3.1 เปลี่ยน “LN2/-150oซ” เป็น “LN2 หรือ -150oซ” 

22, 24.2 ลบตวัเลือก RPMI 

ภาคผนวก E, F เปลี่ยนการอา้งอิงถึง SOP ขั้นตอนท่ี 1 จาก “11.3” เป็น “11.2” 

ภาคผนวก E เปลี่ยนการอา้งอิงถึง SOP ขั้นตอนท่ี 31 จาก “18 หรือ 19” เป็น “18” 

ภาคผนวก E เปลี่ยนการอา้งอิงถึง SOP ขั้นตอนท่ี 32 จาก “19.2” เป็น “19.1” 

ภาคผนวก E เปลี่ยนขอ้ความของขั้นตอนท่ี 32 เป็น “กรอกแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ตามท่ีเครือข่ายมีคาํสั่ง” 

ภาคผนวก F ขั้นตอนท่ี 9-12: เปลี่ยน “16.1” เป็น “17.1” 

ภาคผนวก F  ขั้นตอนท่ี 13-18: เปลี่ยน “16.2” เป็น “17.2” 

ภาคผนวก F ขั้นตอนท่ี 19-22: เปลี่ยน “16.3” เป็น “17.3” 

ภาคผนวก F เปลี่ยนการอา้งอิงถึง SOP ขั้นตอนท่ี 30 จาก “18 หรือ 19” เป็น “18” 

ภาคผนวก F เปลี่ยนการอา้งอิงถึง SOP ขั้นตอนท่ี 31 จาก “19.2” เป็น “19.1” 

ภาคผนวก F เปลี่ยนขอ้ความของขั้นตอนท่ี 31 เป็น “กรอกแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ตามท่ีเครือข่ายมีคาํสั่ง” 

5.0 การอนุมติั Grace Aldrovandi ทาํหนา้ท่ีแทน Susan Fiscus สาํหรับการอนุญาตของ IMPAACT 



กระบวนการปฏิบัตงิานมาตรฐานเกี่ยวกับ 

การทํากระบวนการกบัส่ิงส่งตรวจ PBMC 

 

 

 หนา้ 36 ของ 36 หนา้ 
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5.1.3 แนวทางสาํหรับการติดตามแผนภูมิการทาํกระบวนการกบั PBMC : คาํแนะนาํ: เปลี่ยน “L = LDMS 

กาํหนดใหต้อ้งทาํการติดตามใน LDMS” เป็น “L= ช่องขอ้มูลท่ีจาํเป็นใน LDMS สาํหรับส่ิงส่งตรวจของเครือข่าย” 

5.1.3 แนวทางสาํหรับการติดตามตารางการทาํกระบวนการกบั PBMC-: เปลี่ยน “หมายเลขส่ิงส่งตรวจของ LDMS” เป็น “ID 

ของส่ิงส่งตรวจทัว่โลกของ LDMS” 

5.1.3 เปลี่ยนเซลลท่ี์เติมสีเทาเพื่อบ่งช้ีว่าขอ้มูลไม่จาํเป็นเป็นสีดาํ  

7.1.8 เพิ่ม HPTN และ MTN 

10.2 ละเวน้ทางเลือกสาํหรับการใช ้RMPI เป็นส่ิงแทนท่ี 

14 การเปลี่ยนแปลงการจดัรูปแบบ 

18 และ 19 รวมคาํแนะนาํในการจดัเก็บชัว่คราวและในสถานท่ีจากสองหัวขอ้ในหัวขอ้ 18 หัวขอ้เดียว 

19 แยกภาษาท่ีอธิบายการกรอกเอกสารเก่ียวกบัการทาํกระบวนการท่ีซํ้าในหัวขอ้ 18 และหัวขอ้ 19 

ออกเป็นหัวขอ้ของตวัเอง  

ภาคผนวก H ลบการเปลี่ยนแปลงประวติัเวอร์ชนัอื่นโดยเก็บไวเ้ฉพาะการเปลี่ยนแปลงเวอร์ชนัปัจจุบนัท่ีเหมาะสมกบัเอกสารน้ีเท่านั้น 
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	5.4. องค์ประกอบหลักที่จำเป็นสำหรับการติดตามการทำกระบวนการกับ PBMC ได้แก่:
	6. สิ่งส่งตรวจ
	6.1. เลือดครบที่ใส่สารกันเลือดเป็นลิ่มใหม่ ๆ ที่เก็บตามข้อกำหนดของโครงการวิจัย
	6.2. สภาวะในการจัดการ
	6.2.1. ควรเก็บสิ่งส่งตรวจไว้ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ตั้งแต่เวลาเก็บจนถึงเมื่อนำส่งไปยังห้องปฏิบัติการที่ทำกระบวนการ
	6.2.2. ควรนำส่งสิ่งส่งตรวจไปยังห้องปฏิบัติการที่ทำกระบวนการโดยเร็วที่สุด (แนวปฏิบัติที่ดีที่สุดจะอยู่ภายใน 30 นาทีถึง 4 ชั่วโมงหลังจากการเก็บ) เพื่อให้ห้องปฏิบัติการที่ทำกระบวนการมีเวลาเพียงพอในการดำเนินกระบวนการเก็บรักษาในสภาวะเย็นยวดยิ่งให้เสร็จสิ้น...
	6.2.3. ห้องปฏิบัติการที่ทำกระบวนการควรทำกระบวนการกับสิ่งส่งตรวจ โดยเร็วที่สุดเมื่อได้รับ (แนวปฏิบัติที่ดีที่สุดจะเป็นเริ่มทำกระบวนการภายใน 30 นาทีหลังจากได้รับตัวอย่าง):
	6.2.4. ห้ามแช่เย็นหรือแช่แข็งเลือดครบ ห้ามวางเลือดให้สัมผัสกับถุงประคบเย็นโดยตรง หากคุณใช้ถุงประคบเย็นในสภาวะที่ร้อนจัด
	6.3. สิ่งส่งตรวจรอง
	6.3.1. สิ่งส่งตรวจที่จับตัวเป็นลิ่ม
	6.3.1.1. ควรทำกระบวนการกับเลือดทั้งหมดโดยไม่คำนึงถึงว่าเลือดจับตัวเป็นลิ่มหรือไม่ เว้นแต่โครงการวิจัยจะมีคำสั่งไว้เป็นอย่างอื่น
	6.3.1.2. นำลิ่มเลือดออกและทำกระบวนการตามปกติ
	6.3.1.3. ทำเครื่องหมายสภาวะเป็น CLT ในแผ่นงานและใน LDMS ระบุรายละเอียดในหัวข้อความคิดเห็นของแผ่นงานการทำกระบวนการ
	6.3.2. สิ่งส่งตรวจที่มีเม็ดเลือดแดงแตก
	6.3.2.1. การแตกของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) อาจส่งผลต่อคุณภาพของ PBMC
	6.3.2.2. ทำกระบวนการตามปกติ
	6.3.2.3. ทำเครื่องหมายสภาวะเป็น HEM ในแผ่นงานและใน LDMS ระบุรายละเอียดในหัวข้อความคิดเห็นของแผ่นงานการทำกระบวนการ
	6.3.3. เซลล์ที่ได้ต่ำ
	6.3.3.1. หากเซลล์ที่ได้ไม่เพียงพอต่อความต้องการของโครงการวิจัย โปรดติดต่อคลินิกเพื่อขอสิ่งส่งตรวจทดแทนที่เป็นไปได้ หากเซลล์ที่ได้ ≤0.4 x 106 เซลล์/มิลลิลิตร โปรดติดต่อคลินิกเพื่อขอตัวอย่างทดแทนที่เป็นไปได้และแจ้งให้ศูนย์ห้องปฏิบัติการของเครือข่าย (HVT...
	6.3.3.2. บันทึกขั้นตอนการแก้ไขปัญหาหรือการทวนสอบข้อมูลที่ดำเนินการในหัวข้อความคิดเห็นของแผ่นงานการทำกระบวนการ
	6.4. สิ่งส่งตรวจที่ยอมรับไม่ได้
	6.4.1. สิ่งส่งตรวจที่ไม่ติดฉลากหรือติดฉลากไม่ถูกต้องจะถูกปฏิเสธ
	6.4.2. ปฏิบัติตามคำแนะนำของเครือข่ายสำหรับการปฏิเสธสิ่งส่งตรวจที่ล่าช้า
	6.4.3. ตัวอย่างที่รั่ว: แจ้งให้คลินิกทราบหากตัวอย่างใด ๆ รั่วและตัดสินว่าตัวอย่างดังกล่าวสามารถใช้ได้หรือไม่ ความปราศจากเชื้อของตัวอย่างและความปลอดภัยของบุคลากรห้องปฏิบัติการที่จัดการตัวอย่างเป็นสิ่งสำคัญอย่างยิ่ง
	7. อุปกรณ์
	7.1. การเตรียมและการทำกระบวนการ
	7.1.1. ตู้ชีวนิรภัย (biosafety cabinet, BSC) คลาส II ระดับที่ 2 หรือสูงกว่า
	7.1.2. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วต่ำ (สามารถปั่นเหวี่ยงที่ 200 ถึง 1000 x แรงโน้มถ่วง) ที่มีโรเตอร์ที่มีถ้วยใส่หลอดแบบเหวี่ยงไปมา (swinging bucket rotor) ควรเป็นแบบแช่เย็น แต่อุณหภูมิโดยรอบก็ยอมรับได้ ต้องมีถ้วยใส่หลอด (bucket) ที่มีฝาครอบ/ฝาปิด
	7.1.3. ไมโครปิเปตในช่วง 20, 200, 1000 ไมโครลิตร
	7.1.4. อุปกรณ์ช่วยปิเปต (Pipet-Aid) (ควรเป็นแบบไร้สาย) สำหรับใช้กับปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใช้แล้วทิ้ง
	7.1.5. ตู้แช่เย็น 2 ถึง 8 ซ
	7.1.6. ตู้แช่แข็ง -20 ซ (หรือต่ำกว่า) ที่ไม่มีระบบละลายน้ำแข็งอัตโนมัติ (สำหรับการจัดเก็บ FBS)
	7.1.7. ตู้แช่แข็ง -80 ซ (-65 ถึง -95 ซ สำหรับ ACTG, -70 ถึง -95 ซ สำหรับ HVTN และ HPTN) สำหรับการจัดเก็บ PBMC ระยะสั้น
	7.1.8. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ 37 ถึง 56 ซ (สำหรับการลดฤทธิ์ FBS ด้วยความร้อน หากจำเป็น) (หมายเหตุสำหรับ HVTN: ไม่จำเป็นสำหรับโครงการวิจัยของ HVTN เครือข่ายเป็นผู้จัดเตรียม FBS ที่ได้รับอนุมัติจาก HVTN ให้ห้องปฏิบัติการในลักษณะที่ถูกลดฤทธิ์ด้วยความร้อนแ...
	7.1.9. ถ้วยหรือบีกเกอร์สำหรับสารฟอกขาวหรือสารฆ่าเชื้ออื่น ๆ
	7.1.10. แท่นวาง (rack) ที่เหมาะสำหรับวางหลอดเก็บเลือด (blood collection tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร และหลอดแบบก้นแหลมขนาด 50 มิลลิลิตร แบบตั้งขึ้นในระหว่างขั้นตอนการทำกระบวนการและการขนส่ง
	7.1.11. แท่นวางไครโอไวแอลเพื่อให้สามารถเปิด/ปิดไครโอไวแอลด้วยมือเดียวในระหว่างขั้นตอนการแอลิควอต (aliquoting) (ควรใช้แท่นวางที่จำเพาะต่อ Nunc)
	7.2. อุปกรณ์ที่ LDMS ต้องใช้ (ดูข้อกำหนดในเว็บไซต์ LDMS และข้อกำหนดที่จำเพาะต่อเครือข่ายสำหรับรายละเอียด)
	7.2.1. คอมพิวเตอร์ที่เป็นไปตามข้อมูลจำเพาะที่ Frontier Science กำหนดไว้สำหรับ LDMS บนเว็บไซต์
	7.2.2. เครื่องพิมพ์สำหรับฉลากที่สร้างด้วย LDMS
	7.2.3. เครื่องสแกนบาร์โค้ด 2 มิติ
	7.2.4. ฉลากที่เข้ากันได้กับ LN2 ที่มีพื้นที่พิมพ์ 1x1 นิ้ว
	7.2.5. ผ้าหมึกที่เข้ากันได้กับ LN2 ที่จำเพาะต่อเครื่องพิมพ์ ทนต่อรอยขีดข่วนและสารเคมี
	7.3. อุปกรณ์ไนโตรเจนเหลว (LN2) (หากเครือข่ายต้องการ)
	7.3.1. ถังจัดเก็บ LN2 (≤ -140 ซ)
	7.3.2. ถังเก็บ LN2 สำหรับขนส่งแบบแห้งที่ได้รับอนุมัติจาก IATA
	7.4. การนับเซลล์:
	หมายเหตุ: วิธีการนับอาจต้องได้รับอนุมัติจากเครือข่าย ปฏิบัติตามกระบวนการเทียบมาตรฐาน (calibration procedure) ของผู้ผลิตที่เกี่ยวข้องหากใช้เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติ
	7.4.1. เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติที่สามารถนับจำนวนเซลล์ที่มีชีวิต (Beckman-Coulter Vi-Cell, Muse® หรือสิ่งที่เทียบเท่า) โดยปกติ HVTN ไม่อนุมัติเครื่องนับเซลล์คลาสนี้สำหรับตัวอย่างใหม่ ๆ
	7.4.2. เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติที่ไม่สามารถแยกแยะเซลล์ที่มีชีวิต (Coulter Counter, Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® หรือสิ่งที่เทียบเท่า)
	7.4.3. สไลด์นับเซลล์ด้วยมือ (ฮีมาไซโตมิเตอร์) และกล้องจุลทรรศน์ชนิดไลต์ฟีลด์ (light-field microscope)
	7.5. การเก็บรักษาในสภาวะเย็นยวดยิ่ง
	7.5.1. มอดูลการเก็บรักษาในสภาวะเย็นยวดยิ่ง StrataCooler® ของ Agilent Technologies – 400005
	7.5.1.1. StrataCooler® ต้องมีอุณหภูมิ 2 ถึง 8 ซ ก่อนเริ่มทำให้ไครโอไวแอลเย็นลง ห้ามใส่ไครโอไวแอลใน StrataCooler® ที่มีอุณหภูมิต่ำกว่าอุณหภูมิเริ่มต้นที่ 2 ซ
	7.5.2. Corning® (เดิมชื่อ BioCision®) CoolCell®
	7.5.2.1. ต้องแน่ใจว่าชิ้นส่วนทั้งหมดของ CoolCell® รวมถึงแหวนกลาง (central ring) กลับสู่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ระหว่างการใช้งานแต่ละครั้ง
	7.5.3. ภาชนะบรรจุสำหรับการแช่แข็งแบบไครโอ Nalgene® Mr. Frosty™ 1 ซ/นาที
	7.5.3.1. ควรเก็บ Mr. Frosty™ ไว้ที่อุณหภูมิโดยรอบ (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ระหว่างการใช้งานแต่ละครั้ง
	7.5.3.2. ระดับไอโซโพรพานอลต้องถูกต้อง และต้องเปลี่ยนไอโซโพรพานอลทั้งหมดหลังจากรอบการแช่แข็ง-การละลายรอบที่ห้า ต้องใช้บันทึก (log) เพื่อติดตามรอบการแช่แข็ง/การละลายและการเปลี่ยนแปลงของรีเอเจนต์ ดูภาคผนวก B
	7.5.4. ตู้แช่แข็งแบบควบคุมอัตรา เช่น ห้องแช่แข็ง CryoMed® (Gordinier) (หมายเหตุสำหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ใช้ตู้แช่แข็งแบบควบคุมอัตราสำหรับตัวอย่างของ HVTN)
	8. วัสดุใช้แล้วทิ้ง
	8.1. พลาสติก
	8.1.1. ปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใช้แล้วทิ้งขนาด 1, 5, 10, 25, 50 มิลลิลิตร ปราศจากเชื้อ
	8.1.2. ปลายไมโครปิเปต 20, 100, 200, 1000 ไมโครลิตร ปราศจากเชื้อ
	8.1.3. หลอดปั่นเหวี่ยงแบบใช้แล้วทิ้งแบบก้นแหลม มีขีดบอกปริมาตร ทำจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชื้อขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร
	8.1.4. หลอดแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB) ขนาด 50 มิลลิลิตร แห้ง (ไม่ได้จัดซื้อในรูปแบบเติมตัวกลางสำหรับการแยกเซลล์ไว้ล่วงหน้า)
	8.1.4.1. จำเป็นสำหรับการทำกระบวนการของ HVTN ทบทวน LPC/SPLI/LM สำหรับข้อกำหนดที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยสำหรับเครือข่ายทั้งหมด
	8.1.5. ไวแอลแบบไครโอเจนิก (ไครโอไวแอล) ที่มีเกลียวในขนาด 1.8 มิลลิลิตร ถึง 2 มิลลิลิตร และฝาเกลียวที่มีแหวนรูปตัวโอ ปราศจากเชื้อ ทำจากพอลิโพรพิลีนเท่านั้น ตั้งได้เอง มีขีดบอกปริมาตร กันรั่วได้ ซึ่งผลิตขึ้นสำหรับการเก็บรักษา LN2 ในเฟสไอ (ประมาณ -140 ซ)...
	8.1.6. เลือกได้: ขวด/ขวดรูปชมพู่แบบใช้แล้วทิ้งปราศจากเชื้อ คอ 45 มิลลิเมตร ขนาด 250 ถึง 500 มิลลิลิตร สำหรับการรวมเลือดครบในปริมาตรมากที่เจาะมาก่อนการแยก PBMC
	8.1.7. เลือกได้: ปิเปตสำหรับถ่ายสาร (transfer pipet) ที่ทำจากพลาสติกปราศจากเชื้อขนาด 5 มิลลิลิตร ที่บรรจุในซองแยก
	8.1.8. เลือกได้: หลอดแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB) ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่เติมสารไว้ล่วงหน้า
	8.2. ปากกามาร์กเกอร์
	8.3. ฉลาก
	9. อุปกรณ์ป้องกันส่วนบุคคล
	9.1. เสื้อคลุมหรือชุดคลุมสำหรับใส่ในห้องปฏิบัติการ
	9.2. อุปกรณ์ป้องกันดวงตา
	9.3. ถุงมือไนไตรล์ชนิดไม่มีแป้งหรือสิ่งที่เทียบเท่า
	9.4. ถุงมือไครโอ
	9.5. กระบังป้องกันใบหน้า (ที่มีแผ่นปิดคาง หากข้อบังคับด้านชีวนิรภัยในท้องถิ่นแนะนำว่าควรมีหรือกำหนดไว้) ซึ่งจำเป็นเมื่อทำงานกับ LN2
	10. รีเอเจนต์
	10.1. ต้องจัดซื้อรีเอเจนต์ปราศจากเชื้อและใช้เทคนิคปลอดเชื้อ (aseptic technique)
	10.1.1. เก็บขวดที่เปิดแล้วไว้ที่อุณหภูมิที่ผู้ผลิตแนะนำจนกว่าจะใช้หมด จนกว่าจะได้รับคำแนะนำให้ทิ้งด้านล่าง หรือจนกว่าจะถึงวันหมดอายุของผู้ผลิต แล้วแต่ว่าเหตุการณ์ใดเกิดขึ้นก่อน
	10.1.2. ดูภาคผนวก E สำหรับผลิตภัณฑ์ที่แนะนำ
	10.1.3. ทิ้งหากมีร่องรอยการปนเปื้อนที่สามารถมองเห็นได้ เช่น มีลักษณะขุ่น
	10.2. รีเอเจนต์สำหรับการล้างและการเจือจาง (WDR)
	10.2.1. 1X สารละลายเกลือสมดุลของแฮงก์ส (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS) ที่ไม่มีแคลเซียมหรือแมกนีเซียมแบบพร้อมใช้งาน
	10.2.2. 1X น้ำเกลือที่บัฟเฟอร์ด้วยฟอสเฟต (Phosphate-Buffered Saline, PBS) ที่ไม่มีแคลเซียมหรือแมกนีเซียมแบบพร้อมใช้งาน
	10.3. ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น (ความหนาแน่น 1.077 กรัม/มิลลิลิตร)
	10.3.1. ตัวกลางปราศจากเชื้อแบบพร้อมใช้งานสำหรับการแยกลิมโฟไซต์ของมนุษย์จากเลือดส่วนปลาย ซึ่งได้ลิมโฟไซต์ในปริมาณมาก
	10.3.2. ดูภาคผนวก E สำหรับผลิตภัณฑ์ที่แนะนำ
	10.4. หลอดแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB หากใช้) จำเป็นสำหรับ HVTN เว้นแต่จะมีหมายเหตุทางเลือกไว้ใน SPLI/LPC/LM ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัย
	10.4.1. ระบบ CSTFB ที่ไม่เติมสาร (รวม CSTFB แห้งกับตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 1.077)
	10.4.1.1. ปล่อยให้ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น (DGM) อยู่ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ปกป้องให้พ้นแสง
	10.4.1.2. ทำงานใน BSC โดยปฏิบัติตามเทคนิคปลอดเชื้อ
	10.4.1.3. บันทึกข้อมูล CSTFB และ DGM ที่เกี่ยวข้องโดยตรงจากบรรจุภัณฑ์หรือขวดที่ใช้ลงในแผ่นงาน PBMC CSTFB ที่เตรียมไว้ล่วงหน้าต้องมีฉลากที่มีข้อมูลที่จำเป็นทั้งหมด วันที่เตรียม และชื่อย่อของบุคคลที่เตรียมหลอด
	10.4.1.4. เตรียมหลอดโดยการปิเปตปริมาตรของ DGM ที่เหมาะสำหรับขนาดของหลอด CSTFB ที่ใช้ (ตามหมายเหตุด้านล่าง)
	10.4.1.5. ปิดฝา CSTFB พร้อมกับเติม DGM และปั่นเหวี่ยงที่ 800 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 30 วินาที (หรือตั้งเวลาต่ำสุดมากกว่า 30 วินาที) ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ)
	10.4.1.6. ตอนนี้ DGM ควรอยู่ใต้ตัวกั้นแบบฟริต ตรวจสอบหลอดเพื่อหาช่องว่างหรือฟองอากาศขนาดใหญ่ระหว่างชั้น DGM และตัวกั้นแบบฟริต หรือเพื่อหา DGM ที่ยังคงอยู่เหนือฟริต
	10.4.1.7. หากมีช่องว่างหรือฟองอากาศขนาดใหญ่ใต้ฟริต ให้เติมตัวกลางเพิ่มเติม ปั่นเหวี่ยง CSTFB อีกครั้งที่  800-1000 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 30 วินาทีถึง 1 นาที (เลือกการตั้งค่าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ต่ำสุด) และตรวจสอบซ้ำ
	10.4.1.8. หากมีของเหลว (DGM) เหนือฟริต ให้ปั่นเหวี่ยง CSTFB อีกครั้งที่ 800-1000 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 30 วินาทีถึง 1 นาที (เลือกการตั้งค่าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ต่ำสุด) หากสารละลายเกรเดียนต์ของความหนาแน่นใด ๆ ยังคงอยู่เหนือฟริตหลังจากการปั่นเหวี่ยงซ้ำ...
	10.4.1.9. ปฏิบัติตามคำแนะนำในการจัดเก็บตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นของผู้ผลิต
	10.4.2. CSTFB ที่เติมสารไว้ล่วงหน้า (ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 1.077)
	10.5. รีเอเจนต์สำหรับการแช่แข็ง
	10.5.1. ต้องมีซีรัมจากตัวอ่อนวัว (Fetal Bovine Serum, FBS) ที่ถูกลดฤทธิ์ด้วยความร้อน (ดูหัวข้อ 11.1 FBS ที่ถูกลดฤทธิ์ด้วยความร้อนสำหรับรายละเอียดการจัดการและการบริหารจัดการ)
	10.5.1.1. ตรวจสอบรายชื่อผู้จำหน่ายที่ควรเลือกกับเครือข่ายที่เกี่ยวข้อง
	10.5.1.2. ขอใบรับรองผลการวิเคราะห์ (certificate of analysis) จากผู้จำหน่ายเก็บไว้เป็นบันทึกเกี่ยวกับการควบคุมคุณภาพของห้องปฏิบัติการในท้องถิ่น
	หมายเหตุ: อาจต้องใช้สำเนาใบรับรองผลการวิเคราะห์ FBS ในการส่งออก (หรือนำเข้า) แอลิควอตของ PBMC ระหว่างประเทศ
	10.5.1.3. FBS ที่เก็บแบบแช่แข็ง (≤ -20 ซ/ตามคำแนะนำของผู้ผลิต) สามารถใช้ได้จนถึงวันหมดอายุของผู้ผลิต
	10.5.1.4. FBS ที่ละลายแล้วและเก็บไว้ที่ 2 ถึง 8 ซ จะมีความคงตัวเป็นเวลาหนึ่งเดือนปฏิทิน
	10.5.2. ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) เกรดสำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์
	10.5.2.1. ใช้ DMSO เกรดสำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์
	10.5.2.2. เก็บขวดที่เปิดแล้วไว้ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ตรวจสอบขวดเพื่อดูวันหมดอายุและทิ้งหากหมดอายุ
	10.5.2.3. เมื่อเปิดแล้ว DMSO ที่ยังไม่เจือจาง เมื่อปกป้องให้พ้นแสงและความชื้น จะมีความคงตัวที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) เป็นเวลา 6 เดือน (หรือจนถึงวันหมดอายุของผู้ผลิต หากวันดังกล่าว < 6 เดือนนับจากวันที่เป...
	10.5.2.4. ใช้เทคนิคปลอดเชื้อเมื่อนำ DMSO ออกจากขวดเพื่อหลีกเลี่ยงการปนเปื้อนที่อาจเกิดขึ้นได้
	10.5.2.5. ทิ้งสิ่งที่อยู่ในขวดที่เปิดแล้วหากสังเกตเห็นร่องรอยการปนเปื้อนที่สามารถมองเห็นได้
	10.5.2.6. อาจแอลิควอตรีเอเจนต์ในปริมาณเล็กน้อยเพื่อช่วยรักษาความปราศจากเชื้อ ติดฉลากแอลิควอตด้วย “DMSO” ชื่อผู้ผลิต หมายเลขรุ่นที่ผลิต วันที่เปิด/แอลิควอต วันหมดอายุ (หกเดือนนับจากวันที่เปิดหรือวันหมดอายุจากขวดดั้งเดิม แล้วแต่ว่าวันใดจะถึงก่อน) และชื่...
	10.5.3. สารฆ่าเชื้อ
	10.5.3.1. ขวดสเปรย์สารฆ่าเชื้อเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร
	10.5.3.2. ถ้วยหรือบีกเกอร์และขวดสเปรย์สำหรับสารฟอกขาว 10% โดยปริมาตร/ปริมาตร (ต้องทำเป็นรายวัน)
	10.5.3.3. สารฆ่าเชื้ออื่น ๆ ตามที่ระบุไว้ในนโยบายของห้องปฏิบัติการในท้องถิ่น
	10.6. รีเอเจนต์สำหรับการนับเซลล์
	10.6.1. สารละลายทริแพนบลู 0.4%
	10.6.2. เลือกได้: สามารถใช้สารละลายคริสตัลไวโอเล็ต 0.05% ในการย้อมสีนิวเคลียสของเซลล์ เพื่อให้สามารถระบุและนับเซลล์ที่มีนิวเคลียสเดียวโดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์ หากต้องการดูความอยู่รอดได้ ต้องดำเนินการนับด้วยมือครั้งที่สองโดยใช้สีทริแพนบลู สารละลายคริสตัลไ...
	11. การเตรียมรีเอเจนต์
	11.1. FBS ที่ถูกลดฤทธิ์ด้วยความร้อน (HI-FBS)
	หมายเหตุ: สามารถสั่งซื้อ HI-FBS จากผู้ผลิต หรือสามารถสั่งซื้อ FBS จากผู้ผลิต และลดฤทธิ์ด้วยความร้อนในห้องปฏิบัติการ ปฏิบัติตามคำแนะนำเหล่านี้สำหรับการละลาย การแอลิควอต และการใช้
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: เครือข่ายเป็นผู้จัดเตรียม FBS ที่ได้รับอนุมัติจาก HVTN ให้ห้องปฏิบัติการในลักษณะที่ถูกลดฤทธิ์ด้วยความร้อนแล้ว ผู้จำหน่ายและรุ่นที่ผลิตของ FBS ที่ได้รับอนุมัติจาก HVTN โดยปกติจะไม่สามารถจัดซื้อนอกห่วงโซ่อุปทาน/กระบวนการของ HVTN ได้
	11.1.1. นำ FBS ออกจากตู้แช่แข็ง
	11.1.2. ควรละลายในตู้แช่เย็น (2 ถึง 8 ซ) หรือละลายเป็นเวลาหลายชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ห้ามปล่อยให้ FBS อยู่ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาใด ๆ ที่นานกว่าที่จำเป็นในการดำเนินกระบวนการละลายให้เสร็จสิ้น
	11.1.3. ค่อย ๆ หมุนหลอดสองหรือสามครั้งตลอดเวลาที่ทำการละลาย
	11.1.4. ปฏิบัติตามคำแนะนำเพิ่มเติมหาก FBS ไม่ถูกลดฤทธิ์ด้วยความร้อน หากผู้ผลิตทำการลดฤทธิ์ของ FBS ด้วยความร้อนแล้ว ให้ข้ามไปที่ 11.1.5
	11.1.4.1. ใส่ FBS ในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ 56 ซ (55 ถึง 57 ซ) ตรวจติดตามอุณหภูมิของอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิอย่างระมัดระวัง อุณหภูมิที่สูงกว่านี้สามารถทำให้ส่วนประกอบของ FBS เสื่อมสภาพได้
	หมายเหตุ: ระดับน้ำในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิควรเลยระดับของ FBS ในขวด แต่ไม่ควรถึงฝาขวด การทำเช่นนี้จะช่วยให้แน่ใจว่ามีการให้ความร้อน FBS เท่า ๆ กันและหลีกเลี่ยงการปนเปื้อน
	11.1.4.2. เมื่ออุณหภูมิของอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิกลับมาที่ 56 ซ (55 ถึง 57 ซ) ให้ความร้อน FBS เป็นเวลา 30 นาที โดยทำการผสมทุก 5 ถึง 10 นาที การให้ความร้อนเป็นเวลานานกว่านี้สามารถทำให้ส่วนประกอบของ FBS เสื่อมสภาพได้
	หมายเหตุ: ทำความสะอาดขวดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร ก่อนเปิด
	11.1.5. ค่อย ๆ ผสม HI-FBS แต่ทั่วถึงโดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ
	11.1.6. แอลิควอตลงในหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม มีขีดบอกปริมาตร ทำจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร ที่ติดฉลากแล้ว หรือแอลิควอตขนาดอื่น ๆ ที่เหมาะสำหรับปริมาณงานที่คาดไว้
	หมายเหตุ: ฉลากควรระบุว่าหลอดเหล่านี้เป็น “HI-FBS” และระบุชื่อผู้ผลิต หมายเลขรุ่นที่ผลิต วันที่แอลิควอต สภาวะในการจัดเก็บ วันหมดอายุดั้งเดิมของผู้ผลิต และชื่อย่อของเจ้าหน้าที่เทคนิค FBS มีความคงตัวเป็นเวลา 1 เดือน (หากช่วงเวลา 1 เดือนไม่เกินวันหมดอายุด...
	11.1.7. แช่เย็น (2 ถึง 8 ซ) หลอดแอลิควอตในจำนวนที่จำเป็นสำหรับปริมาณงานที่คาดไว้ ผสมให้เข้ากันดีก่อนใช้งาน ควรแช่แข็งหลอดแอลิควอตที่ไม่ต้องใช้ทันที และหลอดแอลิควอตจะมีความคงตัวจนถึงวันหมดอายุดั้งเดิมของผู้ผลิต
	หมายเหตุ: รอบการแช่แข็ง/การละลายซ้ำ ๆ จะมีผลไม่พึงประสงค์ต่อคุณภาพของ FBS ห้ามแช่แข็งแอลิควอตที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิแช่เย็นซ้ำอีก
	11.1.7.1. ในการใช้แอลิควอตที่ถูกแช่แข็ง ควรละลายล่วงหน้าในตู้แช่เย็นข้ามคืน หรือละลายที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) เป็นเวลาหลายชั่วโมง ห้ามปล่อยให้ FBS อยู่ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาใด ๆ ที่นานกว่าที่จำเป็นในกา...
	11.1.7.2. เมื่อละลายแล้ว FBS จะมีความคงตัวเป็นเวลา 1 เดือนที่ 2 ถึง 8 ซ หรือวันหมดอายุจากขวดดั้งเดิม แล้วแต่ว่าวันใดจะถึงก่อน อย่าลืมอัปเดตวันหมดอายุและสภาวะในการจัดเก็บบนแอลิควอต/ขวดที่นำออกจากการจัดเก็บ -20 ซ เพื่อใช้งาน ผสมให้เข้ากันดีก่อนใช้งาน
	11.2. สารละลายสำหรับการเก็บรักษาในสภาวะเย็นยวดยิ่ง (CPS) ใหม่ ๆ
	11.2.1. ส่วนประกอบของ CPS
	11.2.2. การเตรียม CPS
	11.2.2.1. ใช้หลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมขนาด 15 มิลลิลิตร หรือ 50 มิลลิลิตร แบบใช้แล้วทิ้ง ปราศจากเชื้อ และติดฉลากแล้วเพื่อบรรจุ CPS ที่เตรียมไว้
	หมายเหตุ: การผสม DMSO และ FBS เป็นปฏิกิริยาแบบคายความร้อน (exothermic reaction)
	11.2.2.2. ต้องเตรียม CPS ล่วงหน้าและทำให้เย็นในตู้แช่เย็น (2 ถึง 8 ซ) เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาทีหรือในอ่างน้ำแข็งควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาทีก่อนใช้งาน
	หมายเหตุ: สามารถเก็บ CPS ไว้ที่ 2 ถึง 8 ซ เป็นเวลา 1 วันทำการ (<18 ชั่วโมง)
	11.2.3. ใช้สูตรด้านล่างเพื่อประมาณปริมาตรของ CPS ในการเตรียมการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดท้ายของ PBMC นอกจากนี้ยังแสดงตัวอย่างไว้ด้วย
	เลือดครบที่สามารถใช้ได้ (มิลลิลิตร) x เซลล์ที่ได้ (เซลล์/มิลลิลิตร) x ความเข้มข้นของการแช่แข็งจนแข็ง (มิลลิลิตร/เซลล์) = CPS ที่ประมาณไว้ (มิลลิลิตร)
	ปัดเศษผลลัพธ์นี้ขึ้นให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มที่ใกล้ที่สุด
	หมายเหตุ: ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ (UWBV) คือปริมาตรทั้งหมดของเลือดครบที่ถูกทำกระบวนการ (ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้อาจไม่เท่ากับความจุของหลอด)
	หมายเหตุ: เมื่อทำกระบวนการเลือดที่เก็บในหลอด ACD จะรวมถึงทั้งความจุจากการเจาะและสารกันเลือดเป็นลิ่มชนิดของเหลวเมื่อพิจารณาปริมาตรสูงสุด การวัด และการคำนวณเซลล์ที่ได้
	หมายเหตุ: ควรทำชุดการผลิตของ CPS ล่วงหน้าก่อนที่จะได้ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ที่วัดได้ หากต้องการทำเช่นนี้ ให้ดำเนินการคำนวณข้างต้นโดยใช้ปริมาตรของเลือดครบสูงสุดที่คาดไว้ (นั่นคือ ความจุของหลอดเก็บที่มีสารกันเลือดเป็นลิ่มคูณด้วยจำนวนหลอดที่คา...
	ตัวอย่าง: เลือดของผู้ใหญ่—ชุดการผลิตรายวันของ CPS - นัดหมายตามตารางเวลาหลายครั้ง:
	ตัวอย่าง: เลือดของผู้ใหญ่—การเก็บเลือดในปริมาตรมาก ความเข้มข้นเป้าหมายของการแช่แข็งจนแข็ง (มิลลิลิตร/เซลล์) คือ (1.0 มิลลิลิตร/15 x 106 เซลล์) หรือ 15 ล้านเซลล์ที่ถูกแช่แข็งใน CPS 1 มิลลิลิตร (V2) ชุดการผลิตของ CPS ที่สร้างขึ้นหลังจากวัด UWBV
	ตัวอย่าง: เลือดของผู้ใหญ่—การเก็บเลือด NaHep 8 x 10.0 มิลลิลิตร ความเข้มข้นเป้าหมายของการแช่แข็งจนแข็ง (มิลลิลิตร/เซลล์) คือ (1.0 มิลลิลิตร/10 x 106 เซลล์) หรือ 10 ล้านเซลล์ที่ถูกแช่แข็งใน CPS 1 มิลลิลิตร (V2) ชุดการผลิตของ CPS ที่สร้างขึ้นหลังจากวัด ...
	11.2.4. ใช้สูตรต่อไปนี้ในการคำนวณปริมาณ DMSO และ FBS ที่จำเป็น
	ตัวอย่าง:
	11.2.5. บันทึกปริมาตรของ CPS, DMSO และ FBS ในแผ่นงาน PBMC หากสร้างชุดการผลิตที่ใช้ร่วมกัน แนะนำให้บันทึกเวลาที่สร้างและชื่อย่อของบุคคลที่สร้างชุดการผลิตดังกล่าวด้วยเช่นกัน
	12. บทนำและแนวทางเกี่ยวกับการทำกระบวนการกับ PBMC
	มีหลักการและขั้นตอนมาตรฐานที่ใช้กันทั่วไปในกระบวนการทำกระบวนการกับ PBMC ทั้งหมด การแปรผันจะเกิดขึ้นจากตัวเลือกเทคนิคการแยก (CSTFB เทียบกับโอเวอร์เลย์ด้วยมือ) การดำเนินการกับเลือด (การเจือจางโดยมีหรือไม่มีการเปลี่ยนพลาสมาเทียบกับการเก็บพลาสมาโดยตรง) คว...
	13. การแยกเซลล์และการเจือจางเลือดด้วยหลอดแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB) โดยมีการเปลี่ยนพลาสมา
	13.1. การแยกลิมโฟไซต์จากเลือดส่วนปลายโดยใช้หลอดแยก CSTFB ที่มีการเติมตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น (DGM) ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ)
	13.1.1. ดำเนินการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตู้ชีวนิรภัย (BSC) คลาส II ระดับที่ 2 หรือสูงกว่า
	13.1.2. สเปรย์บนพื้นผิว แท่นวาง และขวดรีเอเจนต์ทั้งหมดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตรหรือสารฆ่าเชื้อที่เทียบเท่าทุกครั้งก่อนเข้าและใช้ BSC
	13.1.3. ดำเนินกระบวนการที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) เว้นแต่จะหมายเหตุไว้เป็นอย่างอื่น
	13.1.4. ใช้ปิเปตใหม่สำหรับหมายเลขประจำตัวผู้เข้าร่วม (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลขและสารเติมแต่ง
	13.2. เตรียมตัวอย่างเลือดครบ รีเอเจนต์ และวัสดุสิ้นเปลือง
	13.2.1. เตรียมและทำให้ CPS เย็น (ดูหัวข้อ 11 การเตรียมรีเอเจนต์) ก่อนทำกระบวนการหรืออย่างเพียงพอล่วงหน้าก่อนผสมกับ PBMC หากจำเป็นต้องใช้ CPS เพิ่มเติม
	หมายเหตุ: ควรเตรียมชุดการผลิตของ CPS ล่วงหน้าก่อนเริ่มขั้นตอนการทำกระบวนการกับสิ่งส่งตรวจ ต้องตรวจติดตามปริมาตรของชุดการผลิต และบันทึกรายละเอียดทั้งหมดของการสร้างชุดการผลิตเพิ่มเติม (เมื่อจำเป็น) ในแผ่นงาน PBMC
	13.2.2. เตรียมหลอด CSTFB ให้เพียงพอสำหรับจัดการปริมาณเลือดสูงสุดที่คาดไว้
	13.2.2.1. สำหรับหลอด CSTFB 50 มิลลิลิตร ให้วางแผนสำหรับปริมาตรสูงสุดที่ 20 มิลลิลิตร หรือ CSTFB หนึ่งหลอดสำหรับหลอดเก็บเลือดขนาด 8.5-10.0 มิลลิลิตร ทุกสองหลอด เคล็ดลับ: หารจำนวนหลอดเก็บขนาด  8.5-10.0 มิลลิลิตร ทั้งหมดที่จะได้รับด้วย 2 หากผลลัพธ์เป็นเศ...
	13.2.2.2. ตัวอย่าง:
	 นัดหมายที่ 1 มีหลอด NaHep 3 x 10.0 มิลลิลิตร เตรียมหลอด CSTFB 2 หลอด
	 นัดหมายที่ 10 มีหลอด ACD 10 x 8.5 มิลลิลิตร เตรียมหลอด CSTFB 5 หลอด
	13.2.3. ต้องแน่ใจว่าหลอด CSTFB ที่มี DGM ที่เตรียมไว้มีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ก่อนเริ่มขั้นตอนการทำกระบวนการ
	13.2.4. ตรวจสอบหลอด CSTFB ที่เติมสารแล้วด้วยสายตาเพื่อยืนยันว่าไม่มีฟองอากาศขนาดใหญ่และช่องว่างอยู่ระหว่าง DGM และตัวกั้นแบบฟริต และไม่มี DGM อยู่เหนือฟริตก่อนเติม WDR หรือเลือดลงในหลอด (ดูคำแนะนำในการเตรียม CSTFB ในหัวข้อ 10.4 สำหรับคำแนะนำเกี่ยวกับก...
	13.2.5. รวบรวมหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม มีขีดบอกปริมาตร ทำจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร หลอดใหม่ในจำนวนเท่ากับ CSTFB ที่เตรียมไว้ (ดูหัวข้อ 13.2.2) สำหรับใช้งาน หลอด “ล้าง” เหล่านี้จะใช้สำหรับเซลล์ที่เก็บมาและขั้นตอนการล้างที่ตามมา
	13.2.6. หากต้องมีการเปลี่ยนพลาสมา รวบรวมหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม มีขีดบอกปริมาตร ทำจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชื้อขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ที่เหมาะสำหรับปริมาตรที่จำเป็นของพลาสมาที่จะเก็บ ติดฉลากด้วย PTID สารกันเลือดเป็นลิ่ม และอนุพันธ์ (derivative)
	13.2.7. หากหลอดสิ่งส่งตรวจเย็นเมื่อสัมผัส (เนื่องจากสภาวะโดยรอบที่เย็น เช่น การขนส่งในช่วงเดือนที่มีอากาศเย็นกว่า) ให้ปล่อยให้หลอดมีอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ก่อนทำกระบวนการ
	13.2.8. ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดทั้งหมดที่ได้รับอย่างระมัดระวัง จัดระเบียบหลอดปฐมภูมิเพื่อไม่ให้มีโอกาสที่หลอดจะผสมปะปนกันระหว่าง PTID/PID หรือสารกันเลือดเป็นลิ่ม
	ข้อเสนอแนะ: วางหลอดทั้งหมดสำหรับ PTID แต่ละหมายเลข/สารกันเลือดเป็นลิ่มแต่ละชนิดในแท่นวางหนึ่งแท่น สามารถใช้แท่นวางคนละแท่นเพื่อแยก PTID หรือประเภทหลอด และใช้ปากกามาร์กเกอร์ที่มีสีต่างกันสำหรับ PTID แต่ละหมายเลขเพื่อหลีกเลี่ยงความสับสน
	13.3. การเปลี่ยนพลาสมา
	หมายเหตุ: ดำเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมานี้เฉพาะในกรณีที่ต้องการแอลิควอตของพลาสมาจากหลอดเก็บ PBMC ตามโครงการวิจัยหรือ SPLI/LPC/LM เท่านั้น ไปที่ขั้นตอนที่ 13.4 หากไม่ต้องการแอลิควอตของพลาสมา
	13.3.1. ต้องทำกระบวนการกับหลอดเก็บเลือดจาก PTID เดียวกันและสารกันเลือดเป็นลิ่มเดียวกันแยกกัน (ไม่รวมในหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม 50 มิลลิลิตร) เว้นแต่จะบ่งชี้ไว้เป็นอย่างอื่นใน SPLI/LPC/LM ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัย
	13.3.2. ทำเครื่องหมายปริมาตรของเลือดครบบนหลอดเก็บแต่ละหลอดที่เมนิสคัส (meniscus)
	13.3.3. ปั่นเหวี่ยงเลือดครบที่ 200 ถึง 400 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 10 นาที บันทึกเวลาที่เริ่มทำกระบวนการในแผ่นงาน PBMC
	13.3.4. ถ่ายพลาสมาไปยังหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ที่ติดฉลากแล้วสำหรับการปั่นเหวี่ยงครั้งที่สองเพื่อนำเศษชิ้นส่วนเซลล์ใด ๆ ออก
	13.3.5. เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอเพื่อทำให้เลือดกลับมามีเลือดครบในปริมาตรดั้งเดิม ค่อย ๆ ผสม และทำกระบวนการกับ PBMC ต่อในขั้นตอนที่ 13.4
	13.3.6. ทำกระบวนการกับพลาสมาให้เสร็จสิ้นด้วยการปั่นเหวี่ยงพลาสมาที่เก็บมาที่ 800 ถึง 1200 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้ได้แอลิควอต PL2 หรือตามโครงการวิจัยหรือ SPLI/LPC/LM ขั้นตอนนี้อาจเกิดขึ้นในภายหลังเมื่อไม่ได้ใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงสำหรับการ...
	13.3.7. แอลิควอตพลาสมาที่ถูกปั่นคู่ (double spun) ลงในหลอดแอลิควอตที่ติดฉลากแล้วตามที่ SPLI/LPC/LM ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยระบุไว้ และทิ้งเศษชิ้นส่วนเซลล์ที่เหลือ
	13.4. การเจือจางเลือดสำหรับการแยก CSTFB
	หมายเหตุ: อัตราส่วนสูงสุดของเลือดต่อ WDR ควรอยู่ที่ประมาณ 2:1 ใช้หลอด 50 มิลลิลิตร หนึ่งหลอดสำหรับเลือดครบแต่ละ 12 ถึง 20 มิลลิลิตร ใช้หลอด CSTFB มากเท่าที่จำเป็นเพื่อกระจายเลือดทั้งหมดสำหรับ PID/PTID แต่ละหมายเลข
	หมายเหตุ: ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นเป็นพิษต่อเซลล์ ควรทำงานอย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพในระหว่างขั้นตอนการแยก
	13.4.1. ติดฉลาก CSTFB และหลอด “ล้าง” สำหรับการปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อที่สอดคล้องกันแต่ละหลอดด้วย PTID (และสารกันเลือดเป็นลิ่ม หากเหมาะสม)
	13.4.2. เติม WDR ลงใน CSTFB ที่เตรียมไว้และติดฉลากแล้วแต่ละหลอดโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชื้อ:
	13.4.3. เติม WDR ลงในหลอด “ล้าง” สำหรับการปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าแต่ละหลอดโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชื้อ:
	13.4.4. เปิดฝาหลอดเลือดที่ใส่สารกันเลือดเป็นลิ่ม หากไม่จำเป็นต้องมีขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา/ไม่ได้ดำเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา ให้บันทึกเวลาที่นำฝาออกเป็นเวลาที่เริ่มทำกระบวนการในแผ่นงาน PBMC
	13.4.5. หากเลือดในหลอดเก็บจับตัวเป็นลิ่มหรือมีเม็ดเลือดแดงแตกที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (grossly) ดูหัวข้อ 6.3
	13.4.6. ใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชื้อเพื่อค่อย ๆ ผสมเลือดครบ แล้วถ่ายเลือดลงใน CSTFB ที่ติดฉลากแล้ว
	หมายเหตุ: ต้องถ่ายเลือดโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยา 10 มิลลิลิตร ในปริมาณที่วัดได้ที่ 10.0 มิลลิลิตร จนกระทั่งเหลือน้อยกว่า 10.0 มิลลิลิตร กระจายเลือดในหลอด CSTFB หลายหลอดโดยมีการเพิ่มขึ้นอย่างคงที่เพื่อให้แน่ใจว่าจะสามารถติดตามปริมาตรได้อย่างแม่นยำสำหรับ...
	13.4.7. การถ่ายเลือดปริมาณทั้งหมด 15-20 มิลลิลิตร ที่เป็นเป้าหมายลงใน CSTFB ที่ติดฉลากแล้วแต่ละหลอด ( ช่วงขยายด้านล่างจะอนุญาตให้ใช้ได้ในบางสถานการณ์ซึ่งช่วงเป้าหมายเป็นไปไม่ได้เท่านั้น) ห้ามเริ่มเติม CSTFB ขนาด 50 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เว้นแต่จะมีเลือด/...
	13.4.8. กำหนดและบันทึกการวัดปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้อย่างแม่นยำภายใน 0.1 มิลลิลิตร
	หมายเหตุ: ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ไม่จำเป็นต้องเท่ากับขนาดของหลอด
	13.4.9. กลั้ว (rinse) หลอดเลือดที่ใส่สารกันเลือดเป็นลิ่มดั้งเดิมแต่ละหลอดที่มี WDR โดยใช้ปิเปตปราศจากเชื้อ เติมปริมาตรที่กลั้วลงใน CSTFB โดยต้องแน่ใจว่าไม่เกินขีดจำกัดของปริมาตรทั้งหมดของหลอด (WDR + เลือดครบ)
	13.4.10. ปิดฝา CSTFB อย่างระมัดระวัง
	13.5. การปั่นเหวี่ยงความหนาแน่นและการเก็บ CSTFB
	13.5.1. จับหลอดในลักษณะตั้งขึ้น วางลงในแท่นวาง และขนถ่ายไปยังเครื่องปั่นเหวี่ยง
	13.5.2. ปั่นเหวี่ยงที่ 800 ถึง 1000 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 15 นาทีที่ 15 ถึง 25 ซ (หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) โดยปิดเบรก/ตั้งค่าเป็นศูนย์
	หมายเหตุ: หากเปิดเบรกไว้ จะทำให้ชั้นแตกได้
	13.5.3. ในขณะที่หลอด CSTFB กำลังปั่นอยู่ ให้ทิ้งหลอดเก็บทั้งหมดที่เทสารออกจนว่างเปล่าแล้วโดยปฏิบัติตามแนวปฏิบัติทางห้องปฏิบัติการ ทำความสะอาดพื้นผิวของ BSC และจัดระเบียบสำหรับขั้นตอนถัดไป
	13.5.4. ยืนยันว่ามีหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อที่ติดฉลากแล้วที่เติม WDR ไว้ล่วงหน้า (หลอด “ล้าง”) ในจำนวนที่ถูกต้องพร้อมอยู่ใน BSC สำหรับขั้นตอนการเก็บ/การล้าง
	13.5.5. เมื่อเครื่องปั่นเหวี่ยงหยุดสนิทแล้ว ค่อย ๆ นำ CSTFB แต่ละหลอดออกจากเครื่องปั่นเหวี่ยงเพื่อไม่ให้รบกวนชั้นต่าง ๆ ใช้แท่นวางเพื่อรองรับหลอดและขนถ่ายไปยัง BSC อย่างระมัดระวัง
	13.5.6. การปั่นเหวี่ยงทำให้สิ่งที่อยู่ในหลอดแบ่งตัวเป็นชั้นที่แตกต่างกันหกชั้น ซึ่งรวมถึงฟริตด้วย จากด้านบนของหลอด ชั้นเหล่านี้ได้แก่:
	13.5.7. ตรวจสอบหลอดเพื่อหาปัญหาที่อาจเกิดขึ้นได้ต่อไปนี้ บันทึกการสังเกตและการดำเนินการติดตามผลใด ๆ ที่ดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	13.5.8. นำส่วนพลาสมา-WDR สีค่อนข้างเหลืองด้านบนออกจนถึงภายใน 1 ถึง 2 เซนติเมตร ของแถบ PBMC สีขาวขุ่นที่อยู่ตรงรอยต่อ (interface) ระหว่างส่วนพลาสมา-WDR (สีค่อนข้างเหลือง) และสารละลายตัวกลางสำหรับการแยกที่มีลักษณะใสโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชื้อให...
	หมายเหตุ: ในอีกทางเลือกหนึ่ง อาจนำแถบ PBMC สีขาวขุ่นออกโดยการสอดปิเปตผ่านชั้นพลาสมา-WDR ด้านบนอย่างระมัดระวัง
	13.5.9. เก็บเซลล์ทั้งหมดที่รอยต่อสีขาวขุ่นเหนือฟริตโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชื้อ ใช้ความระมัดระวังไม่ดูดตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นออกมากเกินกว่าที่จำเป็น
	13.5.9.1. ถ่ายเซลล์ที่เก็บมาจาก CSTFB หนึ่งหลอดไปยังหลอด “ล้าง” สำหรับการปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าที่สอดคล้องกันหลอดเดียว (ที่เตรียมตามหมายเหตุในหัวข้อ 13.4) เติม WDR ในหลอดไว้ล่วงหน้าเพื่อประหยัดเวลา
	13.5.10. ปิดฝา CSTFB ที่มีเซลล์เม็ดเลือดแดงและตัวกลางสำหรับการแยกที่เหลืออีกครั้ง ทิ้ง CSTFB โดยถือเป็นของเสียอันตรายทางชีวภาพโดยปฏิบัติตามนโยบายของห้องปฏิบัติการ
	13.6. ต้องแน่ใจว่าบันทึกองค์ประกอบหลักทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการแล้ว ไปที่หัวข้อ 15
	14. การแยกเซลล์ด้วยโอเวอร์เลย์หรืออันเดอร์เลย์ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือและการเจือจางเลือดด้วยการแยกเซลล์แบบเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือโดยมีการเปลี่ยนพลาสมา
	หัวข้อ 14 สามารถใช้ได้สำหรับเครือข่ายทั้งหมด ตรวจสอบข้อกำหนดของโครงการวิจัยและสื่อที่มี ใช้หัวข้อ 13 หรือหัวข้อ 14 สำหรับตัวอย่างที่กำหนดให้ใด ๆ แต่ไม่ใช่ทั้งสองหัวข้อ
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: HVTN ไม่แนะนำให้ใช้วิธีอันเดอร์เลย์ ต้องได้รับอนุมัติวิธีอันเดอร์เลย์ล่วงหน้าจากศูนย์ห้องปฏิบัติการของ HVTN ก่อนใช้สำหรับสิ่งส่งตรวจของโครงการวิจัย
	14.1. การแยกลิมโฟไซต์จากเลือดส่วนปลายโดยใช้วิธีโอเวอร์เลย์ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือ
	14.1.1. ดำเนินการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตู้ชีวนิรภัย (BSC) คลาส II ระดับที่ 2 หรือสูงกว่า
	14.1.2. สเปรย์บนพื้นผิว แท่นวาง และขวดรีเอเจนต์ทั้งหมดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตรทุกครั้งก่อนเข้าและใช้ BSC
	14.1.3. ดำเนินกระบวนการที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) เว้นแต่จะหมายเหตุไว้เป็นอย่างอื่น
	14.1.4. ใช้ปิเปตใหม่สำหรับหมายเลขประจำตัวผู้เข้าร่วม (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลขและสารเติมแต่ง
	14.2. เตรียมตัวอย่างเลือดครบ รีเอเจนต์ และวัสดุสิ้นเปลือง
	14.2.1. เตรียมและทำให้ CPS เย็น (ดูหัวข้อ 11 การเตรียมรีเอเจนต์) ก่อนทำกระบวนการหรืออย่างเพียงพอล่วงหน้าก่อนผสมกับ PBMC หากจำเป็นต้องใช้ CPS เพิ่มเติม
	หมายเหตุ: ควรเตรียมชุดการผลิตของ CPS ล่วงหน้าก่อนเริ่มขั้นตอนการทำกระบวนการกับสิ่งส่งตรวจ ต้องตรวจติดตามปริมาตรของชุดการผลิต และบันทึกรายละเอียดทั้งหมดของการสร้างชุดการผลิตเพิ่มเติม (เมื่อจำเป็น) ในแผ่นงาน PBMC
	14.2.2. ปล่อยให้ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นอยู่ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ดูหัวข้อ 10 รีเอเจนต์สำหรับข้อมูลเพิ่มเติม
	14.2.3. รวบรวมหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม มีขีดบอกปริมาตร ทำจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร ให้เพียงพอสำหรับจัดการขั้นตอนการเจือจาง โอเวอร์เลย์/อันเดอร์เลย์ และการล้างทั้งหมด
	14.2.4. หากต้องมีการเปลี่ยนพลาสมา รวบรวมหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม มีขีดบอกปริมาตร ทำจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชื้อขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ที่เหมาะสำหรับปริมาตรที่จำเป็นของพลาสมาที่จะเก็บ ติดฉลากด้วย PTID สารกันเลือดเป็นลิ่ม และอนุพันธ์ (derivative)
	14.2.5. หากหลอดสิ่งส่งตรวจเย็นเมื่อสัมผัส (เนื่องจากสภาวะโดยรอบที่เย็น เช่น การขนส่งในช่วงเดือนที่มีอากาศเย็นกว่า) ให้ปล่อยให้หลอดมีอุณหภูมิถึงอุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25 ซ หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) ก่อนทำกระบวนการ
	14.2.6. ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดทั้งหมดที่ได้รับอย่างระมัดระวัง จัดระเบียบหลอดปฐมภูมิเพื่อไม่ให้มีโอกาสที่หลอดจะผสมปะปนกันระหว่าง PTID หรือสารกันเลือดเป็นลิ่มภายในชุด PTID หนึ่งชุด
	ข้อเสนอแนะ: วางหลอดทั้งหมดสำหรับ PTID แต่ละหมายเลข/สารกันเลือดเป็นลิ่มแต่ละชนิดในแท่นวางหนึ่งแท่น สามารถใช้แท่นวางคนละแท่นเพื่อแยก PTID หรือประเภทหลอด และสามารถใช้ปากกามาร์กเกอร์ที่มีสีต่างกันสำหรับ PTID แต่ละหมายเลขเพื่อหลีกเลี่ยงความสับสน
	14.2.7. กำหนดและบันทึกการวัดปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้อย่างแม่นยำภายใน 0.1 มิลลิลิตร โดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยา 10 มิลลิลิตร (หรือวิธีการอื่น ๆ ที่ได้รับอนุมัติจากเครือข่าย) ย้ำอีกครั้งว่าปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ไม่จำเป็นต้องเท่ากับขนาดข...
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ใช้หลอดอ้างอิงหรือหลอดแบบก้นแหลมเพื่อจุดประสงค์ในการวัด
	14.3. การเปลี่ยนพลาสมา
	หมายเหตุ: ดำเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมานี้เฉพาะในกรณีที่ต้องการแอลิควอตของพลาสมาจากหลอดเก็บ PBMC ตามโครงการวิจัยหรือ SPLI/LPC/LM เท่านั้น ไปที่ขั้นตอนที่ 14.4 หากไม่ต้องการแอลิควอตของพลาสมา
	14.3.1. อาจทำกระบวนการกับหลอดเก็บเลือดจาก PTID เดียวกันและสารกันเลือดเป็นลิ่มเดียวกันแยกกันหรือรวมในหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม 50 มิลลิลิตร (ไม่อนุญาตให้ทำการรวมสำหรับ HVTN)
	14.3.2. ทำเครื่องหมายปริมาตรของเลือดครบบนหลอดเก็บแต่ละหลอดที่เมนิสคัส (meniscus)
	14.3.3. ปั่นเหวี่ยงเลือดครบที่ 200 ถึง 400 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 10 นาที บันทึกเวลาที่เริ่มทำกระบวนการในแผ่นงาน PBMC
	14.3.4. ถ่ายพลาสมาไปยังหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ที่ติดฉลากแล้วสำหรับการปั่นเหวี่ยงครั้งที่สองเพื่อนำเศษชิ้นส่วนเซลล์ใด ๆ ออก
	14.3.5. เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอเพื่อทำให้เลือดกลับมามีเลือดครบในปริมาตรดั้งเดิม ค่อย ๆ ผสม และทำกระบวนการกับ PBMC ต่อในขั้นตอนที่ 14.4
	14.3.6. ทำกระบวนการกับพลาสมาให้เสร็จสิ้นด้วยการปั่นเหวี่ยงพลาสมาที่เก็บมาที่ 800 ถึง 1200 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้ได้แอลิควอต PL2 หรือตาม SPLI/LPC/LM ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัย ขั้นตอนนี้อาจเกิดขึ้นในภายหลังเมื่อไม่ได้ใช้เครื่องปั่นเหวี่ยง...
	14.3.7. แอลิควอตพลาสมาที่ถูกปั่นคู่ลงในหลอดแอลิควอตที่ติดฉลากแล้วตามที่ SPLI/LPC/LM ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยระบุไว้ และทิ้งเศษชิ้นส่วนเซลล์ที่เหลือ
	14.4. การเจือจางเลือดสำหรับการแยกเซลล์แบบเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือ
	14.4.1. เปิดฝาหลอดเลือดที่ใส่สารกันเลือดเป็นลิ่ม หากไม่จำเป็นต้องมีขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา/ไม่ได้ดำเนินขั้นตอนการเปลี่ยนพลาสมา ให้บันทึกเวลาที่นำฝาออกเป็นเวลาที่เริ่มทำกระบวนการในแผ่นงาน PBMC
	14.4.2. หากหลอดมีการจับตัวเป็นลิ่มที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่าหรือมีเม็ดเลือดแดงแตกที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ดูหัวข้อ 6.3
	หมายเหตุ: อนุญาตให้ทำการรวมบัฟฟีโคตตามแนวทางในภาคผนวก D: การรวมชั้นบัฟฟีโคตสำหรับการแยก PBMC ด้วยตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น ในการรวมบัฟฟีโคต ให้ปฏิบัติตามคำแนะนำในภาคผนวก D แทนการดำเนินการตามขั้นตอนที่ 14.4.3 และ 14.4.4
	14.4.3. ติดฉลากหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมแต่ละหลอดด้วย PTID และสารกันเลือดเป็นลิ่ม
	14.4.4. ถ่ายเลือดไปยังหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ปราศจากเชื้อที่ติดฉลากแล้ว และเติม WDR ในปริมาตรที่เพียงพอเพื่อเจือจางเลือดตามเอกสารกำกับ (package insert) ของตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น (อัตราส่วนสูงสุดของเลือดต่อสารทำเจือจางค...
	14.5. สำหรับการแยกเซลล์แบบเกรเดียนต์ของความหนาแน่น:
	หมายเหตุ: ใช้วิธีโอเวอร์เลย์ (หัวข้อ 14.5.1) หรือวิธีอันเดอร์เลย์ (หัวข้อ 14.5.2) แต่ไม่ใช่ทั้งสองวิธี
	14.5.1. วิธีโอเวอร์เลย์:
	14.5.1.1. เตรียมหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อที่ติดฉลากแล้วสำหรับแต่ละหลอดที่มีเลือดที่เจือจางแล้ว
	14.5.1.2. เติมตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นในปริมาตรที่เหมาะสมลงในหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อเปล่า
	หมายเหตุ: ปริมาตรของตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นจะขึ้นอยู่กับอัตราส่วนของตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นต่อเลือดที่เจือจางแล้วตามที่ผู้ผลิตแนะนำ
	14.5.1.3. ปิเปตเลือดที่เจือจางแล้วบนด้านบนของตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นอย่างระมัดระวังและช้า ๆ
	ข้อเสนอแนะ: ค่อย ๆ ปล่อยให้ของผสมของ WDR-เลือดที่เจือจางแล้วไหลลงด้านข้างของหลอดและรวมที่ด้านบนของพื้นผิวตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นโดยไม่ทำให้ระนาบของพื้นผิวแตก
	14.5.1.4. ปิดฝาหลอดอย่างระมัดระวัง ไปที่หัวข้อ 14.6
	14.5.2. วิธีอันเดอร์เลย์:
	14.5.2.1. ค่อย ๆ ผสมอย่างทั่วถึงเพื่อลดการเกาะกลุ่ม (clumping) ของเซลล์ในระหว่างการแยก
	เลือกได้: เติม WDR อีกปริมาตรหนึ่งที่เท่ากับปริมาตรทั้งหมดของเลือดลงในเลือดครบหรือเลือด-WDR
	14.5.2.2. กำหนดปริมาตรของตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นที่จำเป็นสำหรับแต่ละหลอดโดยอิงตามปริมาตรของ WDR-เลือดที่เจือจางแล้ว
	หมายเหตุ: ปริมาตรของตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นจะขึ้นอยู่กับอัตราส่วนของตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นต่อเลือดที่เจือจางแล้วตามที่ผู้ผลิตแนะนำ
	14.5.2.3. ปิเปตสารละลายตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นใต้เลือด-WDR อย่างระมัดระวังและช้า ๆ
	14.5.2.4. ปิดฝาหลอดอย่างระมัดระวัง ไปที่หัวข้อ 14.6
	14.6. การปั่นเหวี่ยงความหนาแน่นและการเก็บลิมโฟไซต์:
	14.6.1. จับหลอดในลักษณะตั้งขึ้น วางลงในแท่นวาง และค่อย ๆ ขนถ่ายไปยังเครื่องปั่นเหวี่ยง
	14.6.2. ปั่นเหวี่ยงที่ 400 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 30 นาทีที่ 15 ถึง 25 ซ (หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) โดยปิดเบรก/ตั้งค่าเป็นศูนย์ หรือตามที่ระบุไว้ในเอกสารกำกับที่มาพร้อมกับตัวกลางเกรเดียนต์
	หมายเหตุ: หากเปิดเบรกไว้ จะทำให้ชั้นแตกได้ ต้องปิดเบรกของเครื่องปั่นเหวี่ยงเพื่อให้แยกได้อย่างสมบูรณ์และเพื่อดึง PBMC ออกมาให้ได้มากที่สุด
	14.6.3. ในขณะที่หลอดแบบก้นแหลมกำลังปั่นอยู่ ให้ทิ้งหลอดเก็บทั้งหมดที่เทสารออกจนว่างเปล่าแล้วโดยปฏิบัติตามแนวปฏิบัติทางห้องปฏิบัติการ ทำความสะอาดพื้นผิวของ BSC และจัดระเบียบสำหรับขั้นตอนถัดไป
	14.6.4. ติดฉลาก (ที่มี PTID/สารกันเลือดเป็นลิ่ม) หลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อหลอดใหม่ในจำนวนและขนาดที่เท่ากับหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมที่ใช้ในขั้นตอนการปั่นเหวี่ยงสำหรับการแยก ใช้หลอดใหม่เหล่านี้สำหรับขั้นตอนการเก็บและการล้างเซลล์หลังจากนี้
	14.6.5. เติม WDR ลงในหลอด “ล้าง” สำหรับการปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าแต่ละหลอดโดยใช้ปิเปตปราศจากเชื้อ:
	14.6.6. เมื่อเครื่องปั่นเหวี่ยงหยุดสนิทแล้ว ค่อย ๆ นำหลอดแบบก้นแหลมแต่ละหลอดออกจากเครื่องปั่นเหวี่ยงเพื่อไม่ให้รบกวนชั้นต่าง ๆ ใช้แท่นวางเพื่อรองรับหลอดและขนถ่ายไปยัง BSC อย่างระมัดระวัง.
	14.6.7. หากไม่สามารถมองเห็นชั้นเซลล์ได้ ให้ยืนยันว่าเครื่องปั่นเหวี่ยงกำลังปฏิบัติการอย่างเหมาะสมหรือไม่ แก้ไขปัญหาใด ๆ ที่ท่านพบ ปั่นเหวี่ยงหลอดซ้ำ บันทึกปัญหาและการดำเนินการที่ดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	14.6.8. บันทึกการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือลิ่มเลือดขนาดเล็กที่สามารถมองเห็นได้ที่รอยต่อของเซลล์
	หมายเหตุ: มองหาการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือลิ่มเลือดหลังจากการปั่นเหวี่ยง ประเมินเกรดการแตกของเม็ดเลือดแดง +1 ถึง +4 ตามคำอธิบายที่ให้ไว้ในอภิธานศัพท์ บันทึกการสังเกตของท่าน
	14.6.9. นำส่วนพลาสมา-WDR สีค่อนข้างเหลืองด้านบนออกจนถึงภายใน 1 ถึง 2 เซนติเมตร ของแถบ PBMC สีขาวขุ่นที่อยู่ตรงรอยต่อระหว่างส่วนพลาสมา-WDR (สีค่อนข้างเหลือง) และสารละลายตัวกลางสำหรับการแยกที่มีลักษณะใสโดยใช้ปิเปตปราศจากเชื้อ (ปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเป...
	หมายเหตุ: ในอีกทางเลือกหนึ่ง อาจนำแถบ PBMC สีขาวขุ่นออกโดยการสอดปิเปตผ่านชั้นพลาสมา-WDR ด้านบนอย่างระมัดระวัง
	14.6.10. เก็บเซลล์ทั้งหมดที่รอยต่อสีขาวขุ่นโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเปตสำหรับถ่ายสารปราศจากเชื้อ ใช้ความระมัดระวังไม่ดูดสารละลายตัวกลางสำหรับการแยกออกมากเกินกว่าที่จำเป็น
	14.6.11. ถ่ายเซลล์ที่เก็บมาจากหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมหนึ่งหลอดไปยังหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าที่สอดคล้องกันหลอดเดียว สามารถเติม WDR ในหลอดไว้ล่วงหน้าเพื่อประหยัดเวลา (หัวข้อ 14.6.5)
	14.6.12. ปิดฝาหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลมที่มีเซลล์เม็ดเลือดแดง/ตัวกลางสำหรับการแยกที่เหลืออีกครั้ง และทิ้งหลอดดังกล่าวโดยถือเป็นของเสียอันตรายทางชีวภาพโดยปฏิบัติตามนโยบายของห้องปฏิบัติการ
	14.7. ต้องแน่ใจว่าบันทึกองค์ประกอบหลักทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการแล้ว ไปที่หัวข้อ 15
	15. การล้าง การนับ การแขวนตะกอนใหม่ ความเข้มข้น และการแช่แข็งข้ามคืนแบบควบคุมอัตรา
	15.1. การล้างครั้งที่ 1:
	15.1.1. QS (เพิ่มปริมาตรของส่วน PBMC ขึ้น) ถึงประมาณ 45 มิลลิลิตร (สำหรับหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม 50 มิลลิลิตร) หรือ 10 มิลลิลิตร (สำหรับหลอดปั่นเหวี่ยงแบบก้นแหลม 15 มิลลิลิตร) โดยการเติม WDR ค่อย ๆ ผสม
	15.1.2. ปิดฝาหลอดแบบก้นแหลมทั้งหมดที่ตอนนี้มีเซลล์ที่เก็บมาซึ่งเจือจางอยู่ใน WDR อีกครั้ง
	15.1.3. ปั่นเหวี่ยงเซลล์ที่เจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีที่ 15 ถึง 25 ซ (หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) โดยเลือกใช้เบรกต่ำหรือไม่ก็ได้
	15.1.4. นำหลอดออกจากเครื่องปั่นเหวี่ยงและตรวจสอบหาตะกอนเซลล์
	15.1.4.1. หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลล์ (cell pellet) ได้ ให้ยืนยันว่าเครื่องปั่นเหวี่ยงกำลังปฏิบัติการอย่างเหมาะสมหรือไม่และใช้การตั้งค่าที่ถูกต้องหรือไม่ แก้ไขปัญหาใด ๆ ที่ท่านพบ ปั่นเหวี่ยงหลอดซ้ำ บันทึกปัญหาและการดำเนินการที่ดำเนินการตามข้อกำหนดขอ...
	15.1.5. นำส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR ออกและทิ้งอย่างระมัดระวังโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์โดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียที่เป็นของเหลวที่กำหนดไว้ใน BSC อย่างรวดเร็ว อาจใช้วิธีการทางเลือก เช่น การนำออกด้วยปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือโดยการดูดออก สำหรับตะกอนที...
	15.2. การล้างครั้งที่ 2:
	15.2.1. ทำการแขวนตะกอนใหม่กับตะกอนแต่ละก้อนใน WDR ปริมาตรเล็กน้อย โดยค่อย ๆ ผสมแต่ทั่วถึงให้กลายเป็นสารแขวนตะกอนของเซลล์ที่เป็นเนื้อเดียวกัน
	15.2.2. รวมสารแขวนตะกอนของตะกอนจาก PTID/สารกันเลือดเป็นลิ่มเดียวกัน หลอดนี้เป็นหลอดเซลล์ที่เก็บมา
	15.2.3. ใช้ WDR ในปริมาตรเล็กน้อยเพื่อกลั้วหลอดที่ถ่ายตะกอนมา เก็บปริมาตรที่กลั้วของ WDR ในหลอดเซลล์ที่เก็บมา
	15.2.4. QS ส่วน PBMC โดยเติม WDR และค่อย ๆ ผสม
	15.2.5. ปิดฝาหลอดอีกครั้งและวางหลอดในเครื่องปั่นเหวี่ยง
	15.2.6. ปั่นเหวี่ยงเซลล์ที่เจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีที่ 15 ถึง 25 ซ (หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) โดยเลือกใช้เบรกต่ำหรือไม่ก็ได้
	15.2.7. นำหลอดออกจากเครื่องปั่นเหวี่ยงและตรวจสอบหาตะกอนเซลล์
	หมายเหตุ: หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลล์ได้ ให้ยืนยันว่าเครื่องปั่นเหวี่ยงกำลังปฏิบัติการอย่างเหมาะสมหรือไม่ แก้ไขปัญหาใด ๆ และปั่นเหวี่ยงหลอดซ้ำ บันทึกปัญหาและการดำเนินการที่ดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ หากยังไม่สามารถมองเห็นตะกอน...
	15.2.8. นำส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR ออกและทิ้งอย่างระมัดระวังโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์โดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียที่เป็นของเหลวที่กำหนดไว้ใน BSC อย่างรวดเร็ว อาจใช้วิธีการทางเลือก เช่น การนำออกด้วยปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือโดยการดูดออก สำหรับตะกอนที...
	15.3. จำนวนเซลล์ PBMC จากการนับ
	15.3.1. กำหนดและบันทึกปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สำหรับการนับของ WDR (V) ที่แม่นยำภายใน 0.1 มิลลิลิตร V มีความสำคัญเนื่องจากเป็นปริมาตรที่ใช้อิงในการนับจำนวนเซลล์
	หมายเหตุ: ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สำหรับการนับ (V) คือ 20% ของปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ที่วัดได้ ซึ่งปัดเศษให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มที่ใกล้ที่สุด (บันทึก X.0) ในเกือบทุกกรณี
	ตัวอย่าง: ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้ที่วัดได้บันทึกได้เป็น 78.6 มิลลิลิตร ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สำหรับการนับจะเป็น 16.0 มิลลิลิตร (78.6 x 20% = 15.72 เมื่อปัดเศษ 15.72 ให้เป็นจำนวนเต็มที่ใกล้ที่สุดจะได้ 16.0 มิลลิลิตร)
	ตัวอย่างสถานการณ์ซึ่งอาจมีการแก้ไข V:
	 V ที่คำนวณได้มากกว่าความจุของหลอดแบบก้นแหลมเล็กน้อย วัด UWBV และบันทึกได้เป็น 255.2 มิลลิลิตร ปัดเศษ 20% ให้เป็นจำนวนเต็มที่ใกล้ที่สุดจะได้ 51.0 มิลลิลิตร ในสถานการณ์นี้ อาจลด V ลงเหลือ 45.0 มิลลิลิตร เพื่อให้สามารถทำการผสมและการปั่นเหวี่ยงที่ตามมาใ...
	 ตัวอย่างของผู้เข้าร่วมทำให้ได้แถบเซลล์ที่จางมากและตะกอนเซลล์ที่ตามมาที่มีขนาดเล็กอย่างมีนัยสำคัญ ในสถานการณ์นี้ อาจลด V เพื่อป้องกันจำนวนเซลล์จากการนับที่อยู่นอกช่วง
	15.3.2. หากมีตะกอนมากกว่าหนึ่งก้อนจาก PTID/สารกันเลือดเป็นลิ่มเดียวกัน ให้ใช้ปริมาณที่วัดได้/ติดตามได้เพียงเล็กน้อยของ WDR เพื่อค่อย ๆ แขวนตะกอนใหม่และรวมตะกอนเซลล์ลงในหนึ่งหลอด กลั้วหลอดที่ถ่ายเซลล์มาโดยใช้ปริมาตรที่เหลือของการแขวนตะกอนใหม่ เติมปริมา...
	15.3.3. ค่อย ๆ ผสมเซลล์ แต่ทั่วถึงทันทีก่อนเก็บตัวอย่างสำหรับจำนวนเซลล์จากการนับ
	15.3.4. ถ่ายปริมาตรเล็กน้อยของการแขวนตะกอนใหม่ลงในหลอดขนาดเล็กหนึ่งหลอดสำหรับการนับ ปฏิบัติตามเครื่องมือหรือคำแนะนำใน SOP เกี่ยวกับการนับสำหรับปริมาตรที่เหมาะสม
	หมายเหตุ: หากจำเป็นต้องมีการนับซ้ำ ให้ลดปริมาตรของการเก็บตัวอย่างที่จำเป็นให้ต่ำที่สุด
	15.3.5. ปฏิบัติตาม SOP สำหรับวิธีการนับเซลล์ที่ได้รับอนุมัติที่ห้องปฏิบัติการที่ทำกระบวนการเพื่อกำหนดความเข้มข้นของเซลล์ x 106 ต่อมิลลิลิตร
	หมายเหตุ: เซลล์ที่ 103/ไมโครลิตร = เซลล์ที่ 106/มิลลิลิตร
	หมายเหตุ: อาจดำเนินการนับโดยอัตโนมัติหนึ่งครั้ง การนับด้วยมือต้องนับสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาดใหญ่สี่อัน (1 ตารางมิลลิเมตร)
	15.3.6. คำนวณจำนวนเซลล์ทั้งหมดโดยใช้สูตรต่อไปนี้
	T = C x V
	T = จำนวนเซลล์ทั้งหมด
	C = ความเข้มข้น (106/มิลลิลิตร) ที่กำหนดในวิธีการนับ
	V = ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สำหรับการนับของ WDR เป็นมิลลิลิตร
	15.3.7. คำนวณเซลล์ที่ได้เป็นเซลล์/มิลลิลิตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้โดยใช้สูตรด้านล่าง
	เซลล์ที่ได้ (106 เซลล์/มิลลิลิตร) = T/ปริมาตรของเลือดครบที่สามารถใช้ได้
	หมายเหตุ: คำนวณเซลล์ที่ได้เพื่อจุดประสงค์ด้านคุณภาพ ดูหัวข้อ 16 การควบคุมคุณภาพสำหรับช่วงที่คาดไว้ของเซลล์ที่ได้และเคล็ดลับในการแก้ไขปัญหา
	15.4. การคำนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้นสุดท้าย
	15.4.1. คำนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ที่แช่แข็งจนแข็งของ CPS ที่จำเป็นโดยการดำเนินขั้นตอนด้านล่างสำหรับความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์ที่เป็นเป้าหมายให้เสร็จสิ้น
	หมายเหตุ: ความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์ที่เป็นเป้าหมายจะแตกต่างกันไปตามและโครงการวิจัย ดูโครงการวิจัยหรือ SPLI/LPC/LM ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยสำหรับข้อมูลความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์ที่เป็นเป้าหมาย
	15.4.2. คำนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ที่แช่แข็งจนแข็งของ CPS ที่ประมาณไว้ (V1) ที่จำเป็นโดยใช้ความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์ที่เป็นเป้าหมาย
	V1 = (T/N1) x V2
	T = จำนวนเซลล์ทั้งหมด
	N1 = ความเข้มข้นสุดท้ายของเซลล์ที่เป็นเป้าหมาย
	V2 = ปริมาตรสุดท้ายของแอลิควอตเป็นมิลลิลิตร
	ปัดเศษ V1 ลงให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มที่ใกล้ที่สุด (1.0) เพื่อกำหนด Vf
	15.4.3. คำนวณจำนวนเซลล์จริงต่อไวแอล (N2) โดยใช้ปริมาตรจริงของการแช่แข็งจนแข็งของ CPS (Vf ) ที่กำหนดในการคำนวณก่อนหน้า
	N2 = (T/ Vf) x V2
	N2 = จำนวนเซลล์จริงต่อไวแอล
	T = จำนวนเซลล์ทั้งหมด
	V2= ปริมาตรสุดท้ายของแอลิควอตเป็นมิลลิลิตร (1.0 มิลลิลิตร เว้นแต่จะมีคำสั่งไว้เป็นอย่างอื่นในเอกสารที่จำเพาะต่อโครงการวิจัย)
	15.5. การติดฉลาก
	15.5.1. ดำเนินการพิมพ์ การควบคุมคุณภาพ และการติดฉลากไครโอไวแอลให้เสร็จสิ้นก่อนปั่นเหวี่ยงขั้นสุดท้าย
	หมายเหตุ: สิ่งสำคัญคือต้องลดเวลาที่เซลล์ยังอยู่ในตะกอนให้ต่ำที่สุด
	15.5.2. สร้างฉลากไครโอไวแอลโดยใช้ LDMS
	15.5.2.1. ปฏิบัติตามแนวปฏิบัติทางห้องปฏิบัติการของเครือข่ายสำหรับการดำเนินการป้อนข้อมูลให้เสร็จสิ้น
	15.5.2.2. ตรวจพิสูจน์ฉลากไครโอไวแอลแต่ละประเภทที่ได้มาสำหรับข้อผิดพลาดในการป้อนข้อมูลโดยเทียบกับคำขอของห้องปฏิบัติการและแผ่นงานการทำกระบวนการก่อนติดฉลากไครโอไวแอล
	15.5.2.3. ตรวจสอบบาร์โค้ดบนฉลากและพื้นที่พิมพ์ด้วยสายตาเพื่อดูการปรับแนวและคุณภาพของการพิมพ์
	15.5.2.4. แก้ไขข้อผิดพลาดในการป้อนข้อมูลใด ๆ ใน LDMS และพิมพ์ฉลากอีกครั้งตามที่จำเป็น
	15.5.3. ติดฉลากบนไครโอไวแอลเพื่อให้สามารถมองเห็นสิ่งที่อยู่ในหลอดได้
	15.5.4. สแกนไครโอไวแอลเปล่าที่ติดฉลากแล้วตามลำดับ GSID เข้าไปในมอดูลการจัดเก็บของ LDMS เพื่อให้แน่ใจว่าสามารถสแกนบาร์โค้ดได้ การทวนสอบความสามารถในการสแกนและการกำหนดสถานที่จัดเก็บจะรวมอยู่ในขั้นตอนนี้
	หมายเหตุ: แนะนำเป็นอย่างยิ่งให้ใช้แท่นวาง Nunc เพื่อให้สามารถเปิด/ปิดไวแอลด้วยมือเดียว ห้ามวางฝาไครโอไวแอลบนพื้นผิวใด ๆ
	15.6. การปั่นเหวี่ยงขั้นสุดท้าย
	หมายเหตุ: หากเซลล์จะถูกแช่แข็งในรูปแบบตะกอนของ PBMC (PEL) ที่ไม่มีชีวิตและเซลล์ที่มีชีวิต ให้นำปริมาตรของ PBMC ที่จำเป็นสำหรับการสร้างตะกอนเซลล์ที่ไม่มีชีวิตออกก่อนขั้นตอนการปั่นเหวี่ยงขั้นสุดท้าย และดำเนินการทำกระบวนการของตะกอนเซลล์ที่ไม่มีชีวิตให้เส...
	15.6.1. QS (เพิ่มปริมาตรของสารแขวนตะกอนของเซลล์) ถึง 45 มิลลิลิตร ด้วย WDR และวางหลอดแบบก้นแหลมที่มีเซลล์ที่เก็บมาและเจือจางแล้วในเครื่องปั่นเหวี่ยง
	15.6.2. ปั่นเหวี่ยงเซลล์ที่เจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x แรงโน้มถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีที่ 15 ถึง 25 ซ (หรือสูงถึง 30 ซ โดยขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ) โดยเลือกใช้เบรกหรือไม่ก็ได้
	15.6.3. ทวนสอบว่าไครโอไวแอลทั้งหมดติดฉลากแล้วและสามารถเข้าถึงได้ง่าย
	15.6.4. เลือกหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอัตรา: StrataCooler®, Mr. Frosty™, CoolCell® ติดฉลากหน่วยแช่แข็งอย่างเหมาะสมเพื่อให้เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการสามารถกำหนดสิ่งที่อยู่ภายในได้ ต้องแน่ใจว่าหน่วยมีอุณหภูมิที่ถูกต้องสำหรับการใช้งานในเวลาที่ทำการบรรจุไวแอลแ...
	15.7. การแอลิควอตสำหรับการเก็บรักษาในสภาวะเย็นยวดยิ่ง
	หมายเหตุ: ขั้นตอนต่อไปนี้จะต้องดำเนินการอย่างรวดเร็วเพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์
	15.7.1. นำส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR ออกและทิ้งอย่างระมัดระวังโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์โดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียที่เป็นของเหลวที่กำหนดไว้ใน BSC อย่างรวดเร็ว อาจใช้วิธีการทางเลือก เช่น การนำออกด้วยปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือโดยการดูดออก สำหรับตะกอนที...
	15.7.2. ทำการแขวนตะกอนใหม่กับตะกอนโดยใช้ปริมาตรของ CPS เย็น (Vf ) ที่ท่านกำหนดในหัวข้อ 15.4
	หมายเหตุ: อนุญาตให้ทำให้ไวแอลเย็นล่วงหน้าและ/หรือทำงานบนน้ำแข็งเปียก
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: ไม่ควรทำให้ไครโอไวแอลเย็นล่วงหน้าและทำงานบนน้ำแข็งเปียก และต้องได้รับอนุมัติจากศูนย์ห้องปฏิบัติการของ HVTN ก่อนใช้กับตัวอย่างของเครือข่าย HVTN
	15.7.2.1. ค่อย ๆ ทำการแขวนตะกอนใหม่กับตะกอนเซลล์ก่อนเติม CPS โดยการดีด การเขย่า หรือการปิเปต
	15.7.2.2. HVTN แนะนำให้ทำการแขวนตะกอนใหม่กับตะกอนด้วยปริมาตรที่วัดได้/ติดตามได้ของ CPS ปริมาตรเดียวกันกับที่ใช้ในขั้นตอนก่อนหน้าสำหรับการแขวนตะกอนใหม่ อย่าลืมลบปริมาตรนี้ออกจากปริมาตรทั้งหมดของ CPS ขั้นสุดท้ายที่จะบวก หากปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขั้น...
	15.7.2.3. ค่อย ๆ เติม CPS ลงในเซลล์ที่แขวนตะกอนใหม่แล้ว พร้อมกับหมุนอย่างต่อเนื่อง
	15.7.3. ทำงานอย่างรวดเร็วเมื่อเติม CPS แล้ว ห้ามปล่อยให้เซลล์อยู่ในสารละลายสำหรับการแช่แข็งเป็นเวลานานกว่า 10 นาทีก่อนใส่ในตู้แช่แข็ง
	15.7.4. ค่อย ๆ ผสมสารแขวนตะกอน แต่ทำอย่างรวดเร็วด้วยปิเปตทางซีรัมวิทยาก่อนแอลิควอต รักษาสารแขวนตะกอนไว้ตลอดกระบวนการบรรจุไวแอล
	15.7.4.1. แอลิควอต 1.0 มิลลิลิตรต่อไครโอไวแอล เว้นแต่ SPLI/LPC/LM ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยจะมีคำสั่งไว้เป็นอย่างอื่น
	หมายเหตุ: กระจายส่วนเกินใด ๆ ให้เท่า ๆ กันในไครโอไวแอลทั้งหมดสำหรับ PTID นั้น
	15.8. การแช่แข็งข้ามคืนแบบควบคุมอัตรา
	15.8.1. หลังจากการทำกระบวนการและการนับ ให้ดำเนินขั้นตอนที่จำเป็นในการแช่แข็งเซลล์ให้เสร็จสิ้นทันที
	15.8.2. จัดวางหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอัตราที่เลือกสำหรับการขนถ่าย: StrataCooler® ของ Agilent Technologies, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® ดูหัวข้อ 7.5 สำหรับข้อมูลการจัดเก็บและการบำรุงรักษา
	15.8.3. ขนถ่ายไครโอไวแอลทั้งหมดตามลำดับ ID ของสิ่งส่งตรวจทั่วโลกไปยังหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอัตราทันที
	สำหรับ CRFU ทั้งหมด ซึ่งคือ Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® และ StrataCooler® ของ Agilent Technologies ให้ปิดภาชนะบรรจุและวางไว้ในตู้แช่แข็ง -80 ซ (-65 ถึง -95 ซ สำหรับ ACTG, -70 ถึง -95 ซ สำหรับ HVTN และ HPTN) ในสถานที่ที่ไม่ถูกรบกวนจากการเข...
	สำหรับ CryoMed® หรือตู้แช่แข็งเชิงกลแบบควบคุมอัตราอื่น ๆ ให้เริ่มโปรแกรมทำความเย็นตาม SOP ในสถานที่ที่เหมาะสม (หมายเหตุสำหรับ HVTN:  ไม่อนุญาตให้ใช้ตู้แช่แข็งแบบควบคุมอัตราสำหรับตัวอย่างของ HVTN)
	15.8.4. บันทึกวันที่/เวลาที่ถูกแช่แข็งทันทีในแผ่นงาน PBMC ป้อนวันที่/เวลาที่ถูกแช่แข็งที่บันทึกในแผ่นงานลงใน LDMS
	15.9. บันทึกองค์ประกอบหลักทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	16. การควบคุมคุณภาพ
	16.1. เซลล์ที่ได้
	สิ่งสำคัญคือต้องรับรู้การฟื้นตัวที่คาดไว้สำหรับประชากรผู้เข้าร่วมซึ่งกำลังทำกระบวนการ เซลล์ที่ได้สามารถทำหน้าที่เป็นเครื่องหมายของการควบคุมคุณภาพภายใน (internal quality control marker) สำหรับการดำเนินการแต่ละรอบ ผลที่ได้นอกช่วงที่คาดไว้อาจบ่งชี้ถึงข้อ...
	หมายเหตุ: คำแนะนำที่ให้ไว้ด้านล่างมีไว้เพื่อให้แนวทางในการช่วยระบุข้อผิดพลาดทางเทคนิคที่ร้ายแรงก่อนการเก็บรักษาในสภาวะเย็นยวดยิ่ง ค่าเหล่านี้อาจแตกต่างกันไปโดยขึ้นอยู่กับสารกันเลือดเป็นลิ่มที่ใช้
	16.1.1. เซลล์ที่ได้ที่คาดไว้สำหรับประชากรผู้ใหญ่:
	16.1.2. เซลล์ที่ได้ที่ไม่คาดคิด
	16.1.2.1. หากเซลล์ที่ได้อยู่นอกช่วงที่คาดไว้ ให้ทบทวนแผนการเจือจาง (dilution schema) การคำนวณ เทคนิคการทำกระบวนการ (โดยเฉพาะ การผสมสารแขวนตะกอนสำหรับการนับเซลล์ให้เพียงพอ) และประวัติ PTID หากมี เพื่อหาสาเหตุที่เป็นไปได้
	16.1.2.2. เซลล์ที่ได้จากผู้เข้าร่วมที่มีชีวิตอยู่กับเอชไอวีอาจต่ำกว่าที่แสดงในตารางข้างต้น
	16.1.2.3. หากสงสัยว่ามีข้อผิดพลาดในการเจือจางเซลล์หรือการนับ ให้ทำการเจือจางใหม่และนับใหม่
	16.1.3. บันทึกผลลัพธ์ทั้งหมดและปัญหาใด ๆ ที่เกิดขึ้นในระหว่างการทำกระบวนการและการดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูหัวข้อ 5 สำหรับรายละเอียด
	หมายเหตุสำหรับ HVTN และ HPTN: บันทึกปัญหาและการดำเนินการใด ๆ ในแผ่นงานการทำกระบวนการกับ PBMC ของ HVTN ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัย รายการที่ป้อนใน LDMS สำหรับแอลิควอต และในหัวข้อความคิดเห็นเกี่ยวกับเซลล์ที่ได้ของโปรแกรม Atlas HVTN PBMC หากเหมาะสม ติดต่อศู...
	16.2. ความอยู่รอดได้ของเซลล์
	16.2.1. ความอยู่รอดได้ของ PBMC ที่แยกใหม่ ๆ ควร >95%
	16.2.2. หากความอยู่รอดได้ของ PBMC ใหม่ ๆ <95% ให้ทบทวนผลลัพธ์กับหัวหน้างานและบันทึกตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	หมายเหตุ: หากกำลังเตรียมตัวอย่างสำหรับการทดสอบความชำนาญในการเก็บรักษาในสภาวะเย็นยวดยิ่งสำหรับ PBMC ของ IQA ต้องมีจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตจากการนับ
	17. การจัดเก็บ PBMC (ชั่วคราวหรือในสถานที่)
	17.1. รักษาห่วงโซ่ความเย็น (cold chain) ในระหว่างขั้นตอนการขนถ่ายทั้งหมดเพื่อหลีกเลี่ยงความเสียหายที่จะเกิดกับเซลล์
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: ขนส่งบนน้ำแข็งแห้งไปยังคลังเก็บสิ่งส่งตรวจส่วนกลาง (central specimen repository) ภายใน 1 สัปดาห์นับจากการเก็บ เว้นแต่ SPLI ที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยของ HVTN จะมีคำสั่งไว้เป็นอย่างอื่น (ความถี่ในการขนส่งจะเป็นไปตามภูมิภาคและขึ้นอยู่...
	หมายเหตุสำหรับ HPTN: ปฏิบัติตามคำแนะนำที่ให้ไว้ในคู่มือห้องปฏิบัติการที่จำเพาะต่อโครงการวิจัย
	หมายเหตุสำหรับ ACTG: ขนส่งบนน้ำแข็งแห้งภายใน 4 สัปดาห์นับจากวันที่แช่แข็ง เว้นแต่จะมีการให้คำแนะนำไว้เป็นอย่างอื่นใน LPC ดำเนินการต่อไปที่ 17.2
	17.2. ขนถ่าย PBMC ไปยังที่จัดเก็บชั่วคราวในตู้แช่แข็ง -80 ซ
	17.2.1. ขนถ่ายไครโอไวแอลจากระบบทำความเย็นแบบควบคุมอัตราไปยังสถานที่จัดเก็บที่กำหนดไว้ที่ -65 ถึง -95 ซ สำหรับ ACTG, -70 ถึง -95 ซ สำหรับ HVTN และ HPTN
	17.2.2. ขนถ่ายไครโอไวแอลหลังจากอย่างต่ำ 4 ชั่วโมงสำหรับ Nalgene® Mr. Frosty™ และ Corning® CoolCell® และข้ามคืนสำหรับ StrataCooler® (แนะนำให้ใช้การจัดเก็บข้ามคืนสำหรับ CRFU ทั้งหมดเป็นแนวปฏิบัติมาตรฐานเพื่อลดความเสี่ยงที่จะเกิดกับสิ่งส่งตรวจ) สำหรับ Cr...
	หมายเหตุ: จำเป็นสำหรับ HVTN และ HPTN แนะนำสำหรับ ACTG: อนุญาตให้ใช้ถาดสำหรับขนถ่ายแบบใช้น้ำแข็งแห้ง (dry ice transfer pan) สำหรับหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอัตราเท่านั้น ต้องใช้กล่องเก็บความเย็นแบบด้านข้างสูง (tall-sided cooler) ที่ทำให้เย็นล่วงหน้าแล้วสำหร...
	หมายเหตุ: ห้ามเก็บในไนโตรเจนเหลว (LN2) เก็บไว้ที่ -65 ถึง -95 ซ สำหรับ ACTG, -70 ถึง -95 ซ สำหรับ HVTN และ HPTN จนกว่าจะขนส่ง
	หมายเหตุ: ทำให้ถังเก็บสำหรับขนส่งแบบใช้น้ำแข็งแห้งเย็นล่วงหน้าและใช้กล่องเก็บความเย็นแบบด้านข้างสูงที่ทำให้เย็นล่วงหน้าแล้วในระหว่างขั้นตอน การควบคุมคุณภาพและการบรรจุ ต้องแน่ใจว่าใส่น้ำแข็งแห้งเต็มถังเก็บสำหรับขนส่งแบบใช้น้ำแข็งแห้งก่อนปิดผนึก
	17.2.3. ติดต่อบุคลากรของศูนย์ห้องปฏิบัติการของเครือข่ายหากตัวอย่างไปไม่ถึงปลายทางภายในเวลาจัดเก็บชั่วคราวที่เครือข่ายกำหนด ศูนย์ห้องปฏิบัติการของเครือข่ายจะตัดสินว่าการขนถ่ายไปยังสถานที่จัดเก็บ LN2 และการขนส่งในถังเก็บ LN2 สำหรับขนส่งนั้นเหมาะสมหรือไม่
	17.3. ถ่าย PBMC ไปยังถังไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรือตู้แช่แข็งเชิงกล -150 ซ
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ทำการจัดเก็บ LN2 หรือใช้ถัง LN2 หรือตู้แช่แข็งเชิงกล -150 ซ สำหรับการจัดเก็บ PBMC ของ HVTN โดยมีข้อยกเว้น ซึ่งเป็นกรณีที่พบได้น้อย ห้องปฏิบัติการต้องไม่ขนถ่ายตัวอย่างจากตู้แช่แข็ง -80 ซ เว้นแต่ LC ของ HVTN จะมีคำสั่งให...
	17.3.1. ภายใน 72 ชั่วโมงหลังจากการแช่แข็งไครโอไวแอลในระบบทำความเย็นแบบควบคุมอัตรา ขนถ่ายบนน้ำแข็งแห้งไปยังสถานที่จัดเก็บที่กำหนดไว้ในถัง LN2 หรือระบบการจัดเก็บ -150 ซ
	17.3.2. ตัวอย่าง PBMC ที่ถูกแช่แข็งมีชีวิตในเฟสไอของ LN2 อย่างไม่มีกำหนด ห้ามขนถ่ายตัวอย่างจาก LN2 หรือ -150 ซ กลับไปยังตู้แช่แข็ง -80 ซ เว้นแต่เครือข่ายหรือทีมโครงการวิจัยจะมีคำสั่งให้ทำ
	17.3.3. เมื่อเก็บตัวอย่างใน LN2 แล้ว ต้องทำการขนถ่ายหรือการขนส่งทั้งหมดใน LN2 (≤ -140 ซ) และขนส่งในถังเก็บ LN2 สำหรับขนส่งแบบแห้งที่ได้รับอนุมัติจาก IATA
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