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1. Muc dich

1.1.

Quy trinh VVan hanh Chuén (SOP) nay trinh bay quy trinh ¢cb lap va bdo quan lanh nhirtng Té bao Bach
cau Bon nhan Mau Ngoai bién (PBMC) tir mau toan phan.

2. Pham vi ap dung

2.1.
2.2

Day 1a quy trinh xt Iy m&u mau dé cd 1ap, bao quan lanh va bao quan cac mau PBMC.
Uu tién st dung huéng dan cu thé theo giao thire xt ly clia mang lwéi thay cho cac quy trinh trong
SOP nay.

3. Théng tin co’ ban

3.1.

PBMC méi thu thap va déng lanh sé dwoc str dung dé danh gia cac dbi twong nghién ctru. Nhivng
nghiém phap nay yéu cau PBMC phai dwoc cd lap va dong lanh dwéi nhirng diéu kién xac dinh va
nghiém ng&t d& dam bao kha n&ng khéi phuc, kha nang séng va chirc ndng co ban t6i wu. Tét nhat 1a
mau duoc xt ly va déng lanh trong vong 8 gi®r ké tir lic 14y mau dé duy tri tdi da chirc nang cuia cac
té bao trong cac nghiém phap kiém tra mién dich.

4. Quyeén han va Trach nhiém

4.1.

4.2.
4.3.

4.4.

4.5.

Céc Giam dbc Trung tam Phong thi nghiém ciia Mang lwéi/Nha nghién ctvu Chinh (hodc ngudi dwoc
phan cong) cé quyén thiét 1ap, kiém tra va cap nhat quy trinh nay.

Van phong Diéu phdi HIV/AIDS Mang lwéi (HANC) chiu trach nhiém duy tri va kiém soat tai liéu SOP.
Giam dbc Phong thi nghiém Xt ly chiu trach nhiém duy tri va kiém soat HANC SOP nay va bdo dam
tat ca nhan vién thich hop déu da dwoc tap huan.

T4t c& nhan vién cta dia diém va phong thi nghiém lién quan dén viéc thu thap, x& ly va’hodc quan ly
PBMC déu phai doc va hiéu SOP nay trudc khi thwe hién nhirng quy trinh dwoc mo ta.

HANC PBMC SOP hién hanh phai dwoc tAt ca cac phong thi nghiém st dung nhw da néu dé lay
PBMC cho cac Giao thirc xt ly cia Mang lwéi.

5. Bao cao Két qua

5.1.

5.2.

5.3.

Phai str dung Bang quy trinh X ly PBMC va Hé théng Quan ly D liéu Phong thi nghiém (LDMS) cho
toan bd mang lwdi dé theo ddi nhivng chi tiét xr ly then chét, bao gdm théi gian x( ly, phép tinh toan
va lap hé so nhirng van dé nay sinh trong qua trinh xt ly.

Phai str dung toan bo Bang quy trinh X& ly PBMC cu thé theo giao thirc x( ly, trir khi cé quy dinh khac
trong Huwéng dan Phong thi nghiém X& ly MAu (SPLI) theo giao thire xt ly, Bidu dd Xt ly Phong thi
nghiém (LPC) ho&c Sé tay Phong thi nghiém (LM). Trong nhi*ng trwdng hop (hiém khi xay ra) khéng
bat budc str dung Bang quy trinh PBMC cu thé theo giao thirc xt ly thi c6 thé sir dung bang quy trinh
gbc trong Phu luc A va trén trang web
http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx.

Phai st dung LDMS dé biét rd thong tin ngwoi tham gia va thong tin xt ly, phat sinh nhivng yéu td
nhan dién duy nh4t, dan nhan 6ng déng lanh té bao, vi tri bao quan va lap danh sach gtvi hang.

Trang 3/41


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

X ly PBMC Mang lwéi Chéo
. .t hﬂnC Quy trinh Van hanh Chuén
HIV/AIDS Network Coordination

5.4. Nhirng yéu tb chinh can thiét dé theo déi quy trinh x& ly PBMC gém:

Bang Yéu t6 Chinh

Nhirng yéu t6 chinh dé theo ddi quy trinh xtr ly PBMC gém Noi ghi nhan
Phong thi nghiém X& ly Mau WL

ID Nguwoi tham gia WL

S6 bubi Kham WL

Giao thirc xtr ly WL

ID Mau Toan cau LDMS Tw dong tao béi LDMS
Ngay/Gi¢» Bat dau Xt ly WL

Tén viét tit clia Nhan vien X Iy (KTV) WL

Phwong phap Dém (tén thiét bi hodc dém thd cong) W

Dém thé tich tai nhii twong WDR (V) W

Noéng dé trung binh sb té bao (C) W

Tdng sb té bao (T)=C x V W L

Tinh toan thé tich tai nhii twong CPS cubi cung (V4) W

Ngay va Gi& Bbng lanh WL

Nhan xét va Sai s6 cho Giao thirc xt ly, bao gdm nhwng khdng gidi han:

e Cac tinh trang mau ngoai dy kién

e Cuc mau ddng (s6 6ng nghiém cé cuc mau déng, téng sd dng nghiém
tr mé PTID va nhirng chi tiét x Iy)
Hiéu suat té bao dwdi gi¢i han dw kién W
Céc béat thwong khi xt ly
Nhirng buéc xtr ly sy cb da thwce hién
Ghi chu néu Téng Thoi gian >8 gidy
«  Thoi gian X Iy >4 gioy

Ngay/Gi& Thu thap WL

Thubc thir (Nha san xuét, S6 L6 va Ngay Hét han cho DMSO, FBS, WDR,
CSTFB, méi trwéng gradient ty trong)

CPS (Thé tich ciia DMSO va FBS)

Loai 6ng nghiém mau (HEP/ACD/EDTA/Khéc)

Tinh trang mau (vi dy: SAT/HEM/CLT)

Thé tich mau c6 thé s dung da do duoc

Sb6 Té bao

S té bao thyc té / ng

S6 6ng nghiém da duoc déng lanh

Thoéng tin bdo quén td déng lanh (B6 phan Lwu trir LDMS)

Xac nhan kiém tra thudc thir bang cdm quan (KTV)

Hiéu suat té bao/mL mau toan phan

Thé tich tai nhii twong CPS wéc tinh (V1)

Xac nhan Kiém tra Chat lwong Nhan LDMS vé ham lwgng/mé vach (KTV)

Xac nhan chuyén giao dng déng lanh té bao dén nhirng vi tri hop bao quan
duoc chi dinh theo LDMS (KTV)

Ngay/gi& 6ng déng lanh dwoc chuyén giao tir phong déng lanh diéu toc dén
hdp bao quan.

= - N S Y S Y S e e e
i [l el

Kiém tra Lan cubi, Nguwdi kiém tra/Ngay

W = Phai theo doi trén Bang quy trinh PBMC
L = Phai nhap/theo ddi trén LDMS
O = C6 thé theo di trén bang quy trinh hodc tai liéu theo ddi bd sung
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6. Mau
6.1.Mau twoi toan phan chdng déng duoc thu thap theo cac yéu cau cuia giao thire xa ly.
6.2.Diéu kién X ly
6.2.1.Bdo quan mau & nhiét dd phong (15°C-25°C hodac téi da dén 30°C, tly theo diéu kién khi hau) tir
lic thu thap cho dén Iuc giao cho phong thi nghiém x ly.
6.2.2.Nén giao mau cho phong thi nghiém x{ ly sém nhét cé thé (theo phwong phap thuc hanh tét
nhét thi nén giao trong vong 30 phut dén 4 gidr k& tr khi ldy mau) dé phong thi nghiém xa ly ¢
da thoi gian dé hoan tat quy trinh bao quan lanh. Bénh vién nén thdo luan cac yéu cau cu thé véi
phong thi nghiém x& ly trwéc khi dang ky giao thire xiv ly.
6.2.3.Phong thi nghiém nén x& ly cac mau s&m nhét c6 thé ké t IGc nhan (theo phwong phéap thuwc
hanh t6t nhat thi nén bt dau xd ly trong vong 30 phut ké tir khi nhan mau):
e Thoi gian X ly (thdi gian bat dau xt ly) 1a thei gian ké tir lGc 6ng nghiém duwgc mé 1an
dau hodc dat vao may ly tam, tly theo diéu kién nao dén trudc.
e Thoi gian Béng lanh dwoc dinh nghia la ldc:
o Agilent Technologies StrataCooler®, Nalgene® Mr. Frosty™ hoac Corning®
CoolCell® dwoc cho vao ti déng lanh & - 80°C. Xem SPLI/LPC/LM dé biét pham vi
nhiét d& dwoc chap nhan nham tinh toan nhiét doé dao déng théng thwédng trong tu
déng lanh.
o Chuwong trinh 1am lanh cla ti déng lanh diéu tbc, nhu CryoMed® da khéi dong.
Luwu y: Khong dwoc dung ta déng lanh diéu tbc cho cac mau HVTN.
e Tbéng Thoi gian dwoc tinh tir Luc LAy Mau va Thoi gian Dong lanh; ly twéng nhat 1a
<8 gi®, nhwng nén x{ ly tAt ca cac mau bat ké Tdng Thoi gian.
e Tbéng Thoi gian X& ly dwoc tinh gdm Thai gian X& ly va Thoi gian Dong lanh; tét nhét &
dwdi 3 gi nhwng nén dudi 4 gid.
6.2.4.Khéng dé mau toan phan trong td lanh ho&c lam déng lanh. Khéng cho mau tiép xuc tryc tiép voi
gdi lanh néu quy vi dang st dung mau trong diéu kién rat néng.
6.3.Cac Mau Bién té
6.3.1.Cac Mau von cuc
6.3.1.1.Nén x{ ly tht c& mau bét ké bj von cuc, trir khi cé chi dan khac trong giao thire xi ly.
6.3.1.2. Bé (nhirng) cuc mau déng va x& ly nhw binh thwong.
6.3.1.3. Danh d4u diéu kién la CLT trén bang quy trinh va trong LDMS. Ghi céc chi tiét trong muc
nhan xét cia bang quy trinh xtr ly.
6.3.2.Cac méau tan huyét
6.3.2.1. Sy tan huyét co6 thé anh hudng dén chét lwong ctia PBMC.
6.3.2.2. X ly nhw binh thudng.
6.3.2.3. Danh d4u diéu kién la HEM trén bang quy trinh va trong LDMS. Ghi c4c chi tiét trong muc
nhan xét cia bang quy trinh xtr ly.
6.3.3. Hiéu suat té bao thap
6.3.3.1. Néu hiéu suét t& bao khong di dat yéu ciu theo giao thire xt ly thi lién lac véi bénh vién
dé 1y mau c6 thé thay thé. Néu hiéu suét té bao <0,4 x 10° t& bao/mL thi hay lién lac v&i
bénh vién dé lay mau co thé thay thé va théng bao cho trung tdm phong thi nghiém cua
mang lwéi (HVTN, HPTN) hodc nhém phu trach giao thire xtr ly (ACTG).
6.3.3.2. N&m rd cac budc xt Iy sw ¢b hodc xac minh di liéu da dung trong muc nhan xét ctia bang
quy trinh x( ly.
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6.4.Nhirtng mau Khéng dat tiéu chuan

6.4.1.
6.4.2.
6.4.3.

Nhirng mau khdéng dan nhan hodc mét nhan sé bi b di.

Tuan theo huéng dan ciia mang ludi vé viéc loai bd mau cham.

Nhirng mau bi ro ri: Thédng bao cho bénh vién bat ky mau nao bj ro ri va xac dinh xem cac mau
nay co st dung dwoc khdng. Can chu trong dén tinh vé trung cia mau va an toan ctia nhan
vién phong thi nghiém thao tac trén mau.

7. Trang thiét bi

7.1.Chuan
711.
7.1.2.

7.1.3.
7.1.4.
7.1.5.
7.1.6.
7.1.7.

7.1.8.

7.1.9.

7.1.10.

7.1.11.

bi & X ly

Budng an toan sinh hoc Loai Il (BSC) muic 2 tré 1&n

Ly tam, tbc dd thap (kha nang 200-1000 x g), cé réto quay goc nghiéng tw do, wu tién loai co
kha ndng lam lanh, c6 thé hoat dong & nhiét d6 moi trieerng. Ong ly tam phai cé nap/nt.
Micropipette, trong day 20, 200, 1000uL

Tro hat Pipet (wu tién loai khéng day) dé st dung cho huyét thanh, diing mét Ian

Tu lanh 2°C-8°C

Ta déng lanh -20°C (tré xubng) khong gidi déng tw dong (dé bao quan FBS)

T déng lanh -80°C (-65°C dén -95°C cho ACTG, -70°C dén -95°C cho HVTN va HPTN); dé
bao quan PBMC ngén han.

Nbi cach thaly 37°C dén 56°C (dé 1am néng FBS bét hoat, néu can) (Lwu y cho HVTN:
Khong bat budc cho céac giao thire x&r ly HVTN; FBS dwoc HVTN phé duyét dwoc cac mang
lwdi cung cap cho cac phong thi nghiém dwdi dang bat hoat bang nhiét).

Chai ho&c cbc do cho thudc ty hodc cac chat khir tring khac

Gia dung ng thich hop dé gir cac 6ng 1y mau, cac 6ng hinh nén 15mL va 50mL dirng thang
trong toan bd cac bwdc xt Iy va van chuyén

Gia treo ng déng lanh té bao cho phép mé&/déng 6ng bang mét tay trong cac buéc chia déu

mau (wu tién gia treo dng nhan hiéu Nunc chuyén dung)

7.2.Céc thiét bi cdn LDMS. (Tham khao trang web LDMS va cac yéu ciu cu thé clia mang ludi dé biét

chi tiét).

7.2.1. May tinh dat tiéu chuén theo xac dinh cla Frontier Science cho Web LDMS

7.2.2. May in dé in nhan LDMS

7.2.3. May quét ma 2D

7.2.4. Nhan twong hgp LNz v&i dién tich in 1x1 inch

7.2.5. Bang muc in twong hop LNz, chuyén ding cho may in, chéng ma sat va hoa chat
7.3.Thiét bi Ni-to Léng (LN2) (néu can theo yéu cau clia mang lwéi)

7.3.1. Bbn trir LN, (< -140°C)

7.3.2. Binh dwng khé dwgc LN2 IATA phé duyét

7.4.Dém Té bao:
Luu y: Céac phwong phap dém co thé can dwoc mang lwdi phé duyét. Tuan theo nhirng quy trinh dinh
chudn ctia nha san xuét hién hanh néu st dung may dém té bao tw dong.

7.4.1.

May dém té bao tw déng c6 kha ndng dém cac té bao con séng (Beckman-Coulter Vi-Cell,
Muse® hoéc twong dwong). HVTN thwéorng khong phé duyét loai may dém té bao nay cho cac
mau tuoi.
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7.4.2. May dém té bao tw dong khéng coé kha ndng phan biét cac té bao con sdng (Coulter Counter,
Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® hoac twong duong).

Luu y: C6 thé sir dung may dém té bao tw dong khong cé kha ndng nhan dién cac té bao
con sdng dé thu tdng sb té bao ma khong can phan biét cac té bao con séng.
Tuy nhién, cac mau dang dwgc chuan bi cho Chuong trinh Kiém tra D6 Thanh thao
Bao quan lanh IQA PBMC (IQA PBMC Cryopreservation Proficiency Testing
Program) phai bao gébm ca sb t& bao con sbng.

Lwu y cho HVTN: Néu chudn bj sir dung may dém té bao tw dong cho muc dich lap giao
thire x@ ly thi mang lwéi wu tién loai may dém nay. Cac phwong phap dém phai
dwoc HVTN kiém tra va phé duyét truwdc.

7.4.3. Phong dém té bao thi cong (may dém té bao mau) va kinh hién vi truong anh sang.
Luu y: Néu st dung phong dém té bao thi céng véi xanh trypan thi cac té bao séng
phai dwoc liét ké va sir dung dé dém té bao. Néu sir dung tim tinh thé thi c6 thé st
dung tdng sb té bao dé tinh toan cac té bao.
7.5.Bao quan lanh
Luu y: C6 thé sir dung mét trong nhivng bd déng lanh diéu tbc sau (CRFU) theo hwéng dan cla
nha san xuét; wu tién Agilent Technologies StrataCooler® va Corning® CoolCell®.
Lwu y: Néu khéng tuan tht hwéng dan clia nha san xuét thi phai hoan tat mét nghién ciru chuén héa.
7.5.1. BQ phan Bao quan Lanh Agilent Technologies StrataCooler® — 400005
7.5.1.1. StrataCooler® phai & tir 2°C-8°C trwéc khi bat dau lam mat nhirng 6ng déng lanh nay.
Khéng cho 6ng dong lanh vao StrataCooler® dwi nhiét dé khéi dong 2°C.
7.5.2. Corning® (trwdc day la BioCision®) CoolCell®
7.5.2.1. Bao dam t4t ca cac bd phan ctia CoolCell®, bao gdm vong trung tam dwoc dwa vé nhiét do
phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tuy theo dieu kién khi hau) gitra cac lan str dung.
7.5.3. Binh chtra dong lanh Nalgene® Mr. Frosty™, 1°C/phut
7.5.3.1.Can bao quan Mr. Frosty™ & nhiét d6 phong (15°C-25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién
khi hau) gira nhirng lan str dung.
7.5.3.2. Ham lwong isopropanol phai chinh xac va phai thay thé hoan toan isopropanol sau dot déng
lanh-giai déng 1an thtr nam. Phai c6 mot sb ghi chép dé theo dbi cac dot dong lanh-gidi déng
va thay thudc thir. Xem Phu luc B.
7.5.4. Ta doéng lanh diéu téc, nhw TG Dong lanh CryoMed® (Gordinier). (Lwu y cho HVTN: Khéng
dwoc dung ti déng lanh diéu tbc cho cac mau HVTN).
8. Vat dung dung mét lan
8.1. Nhua
8.1.1. Céc pipet huyét thanh, dung mét 1an, 1, 5, 10, 25, 50mL, vé tring
8.1.2.Dau micropipette, 20, 100, 200, 1000uL, v6 tring
8.1.3.Cac 6ng ly tdm dung mét lan, 15mL va 50mL, vé trung, day hinh nén, cé vach chia,
bang polypropylene.
8.1.4. Céac 6ng tach t& bao 50 mL c6 mang ngén frit (CSTFB), khé (khéng mua duéi dang nap san moi
tridng tach té bao).
8.1.4.1. Bat budc dé xtr ly HVTN. Kiém tra LPC/SPLI/LM vé nhirng yéu ciu cu thé theo giao thirc
xt ly cho tAt ca cac mang lwéi.
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8.1.5.Céc bng trir lanh c6 ren bén trong, 1,8mL - 2mL, ¢4 ndp van vong chir “O”, vé trung, chi bang
polypropylene, tw dirng, cé vach chia, chdng ro, dinh dang bao quan LNz pha hoi
(khodng -140°C). X&c nhan kha naéng chép nhan bat ky vat thay thé nao cho cac éng déng lanh
v&i (cac) mang lwgi trwédc khi mua (Xem Phu luc E).
Luu y: Khéng duoc st dung cac dng c6 nap bam. Ngoai ra, khéng dwoc 1am day cac
éng déng lanh qua mare dung tich da ghi rdé béi nha san xuét hodc dén miéng 6ng.
8.1.6. Tuy chon: C4c chai/binh hinh nén vé triing, dung mét 1an, cd 45mm, 250 - 500 mL dé dung thé
tich mau Ién rat trwée khi tach PBMC.
8.1.7.Tuy chon: Céc pipet chuyén c6 bao nhya riéng, 5mL vé tring
8.1.8. Tuy chon: C4c 6ng tach t& bao 50mL nap s&n c6 mang ngén frit (CSTFB).
Lwu y cho HVTN: Khéng ding cho cac nghién ciru HVTN va yéu cau cac phong thi
nghiém mua CSTFB “khé” (tirc 14, khdng mua dang da chiva s8n); s& dung CSTFB
khac phai dwoc Trung tam Phong thi nghiém HVTN phé duyét trwedc).
8.2. Butlong
Luwu y: But 16ng dé viét trén cac 6ng va lo xtr ly phai c6 dau nhon va chira mwe nhanh kho, khéng
thé xoa.
8.3. Nhan
Lwu y: Cac nhan déng lanh va muc phai thich hgp v&i nhiét dé bao quan pha hoi LN2 hoac -80°C.
9. Trang thiét bi Bao ho Ca nhan
Luu y: Bat budc phai siv dung trang thiét bi bao hd ca nhan thich hop cho cac tadc nhan gay bénh
trong mau. Tuan thd hwéng dan va thwe hanh phong thi nghiém clia dia phuong vé x ly cac san
phadm mau.

9.1. Ao khoéac phong thi nghiém
9.2. Bao vé mat
9.3. Gang tay khong bét, nitrile hodc chat twong tw
9.4. Gang chju lanh
9.5. Mat na (c6 nép bao cam néu mudn hoadc bat budc theo cac quy dinh an toan sinh hoc cla dia
phwong), bat budc khi lam viéc v&i LNa.
10. Cac Thubéc thir
10.1. B&t budc phai mua nhirng thudc thtr v triing va st dung k¥ thuat vé tring.

10.1.1. Bdo quan cac chai d& mé& & nhiét dd theo khuyén céo clia nha san xuéat cho dén khi hét han,
du;qc hwéng dé,n thai bd dwéi day hodc cho dén khi hét han dung ctia nha san xuét tuy theo
diéu kién nao dén trudc.

10.1.2. Xem Phu luc E cho cac san phdm khuyén céo.

10.1.3. B3 di néu cd dau hiéu nhiém ban, nhw xuét hién van duc.

10.2. Céc chét Pha loang Rira (WDR)
10.2.1. 1X Dung dich Mudi Can bang Hanks (HBSS), khéng c6 calci va magié, pha sdn
10.2.2. 1X Dung dich Mubi Dém Phosphate (PBS), khong c6 calci va magié, pha san.
10.3. Mai trwdng Gradient Ty trong (ty trong 1,077 g/mL)
10.3.1. Méi trwdng vé tring pha sén dé co 1ap sb lwong 16n lym phd bao ngudi tir mau ngoai bién
10.3.2. Xem Phu luc E cho cac san pham khuyén céo
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10.4. Ong Téch Té bao c6 Mang ngan Frit (CSTFB, néu st dung). Bat budc cho HVTN trir khi c6 ghi chd
khac vé SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc x(r ly.
10.4.1. Hé théng CSTFB khong nap sdn (két hop CSTFB kho véi méi trweng gradient ty trong 1,077)

10.4.1.1.

10.4.1.2.
10.4.1.3.

10.4.1.4.

10.4.1.5.

10.4.1.6.

10.4.1.7.

10.4.1.8.

10.4.1.9.

DPwa méi trwdng gradient ty trong (DGM) vé nhiét dd phong (15°C-25°C hoac dén 30°C,
tuy theo diéu kién khi hau). Bao vé tranh anh sang.

Lam viéc v&i BSC theo ky thuat vo6 trung

Ghi lai théng tin CSTFB va DGM lién quan truc tiép tir bao bi hodc chai st dung trén
bang quy trinh PBMC. CSTFB chudn bj trwéc phai cé nhan bao gdm tét ca cac thong tin
bat budc, ngay chuén bi va tén tat ciia ngwoi chudn bj cac 6ng nghiém nay.

Chuén bj cac 6ng nghiém bang cach dung pipet hat thé tich DGM thich hop cho éng
nghiém CSTFB dwoc sir dung (nhw dwgc ghi chu dwdi day).

Dung tich 6ng nghiém (mL) Thé tich méi trwdng gradient ty trong
(mL)
50mL 15mL

Day ndp CSTFB c6 thém DGM va ly tam & téc d6 800 x g trong 30 gidy (hoac dat thei
gian it nhét trén 30 giay) & nhiét d6 phong (15°C-25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién
khi hau).

DGM phai ndm dwéi mang ngan frit. Kiém tra cac 6ng xem c6 khodng hé hoadc bong khi
I&n gitra I6p DGM va mang ngan frit hoac DGM con lai trén frit hay khéng.

Néu c6 nhirng khodng hé hodc bong I&n duai frit, thi thém méi trudng, ly tm CSTFB lai
& tbc dd 800-1000 x g trong 30 giay dén 1 phut (chon cai dat ly thm nhd nhét) va kiém
tra lai.

Néu co chat 16ng (DGM) trén frit thi ly tam CSTFB lai & téc dd 800-1000 x g trong 30 giay
dén 1 phut (chon cai d&t ly tam nhd nhat). Néu co béat ky dung dich gradient ty trong nao
con lai trén frit sau khi ly tam lai thi hay bo di theo ky thuat vo trang.

Tuan theo khuyén cdo bao quan méi trworng gradient ty trong ctia nha san xuat.

10.4.2. CSTFB nap san (mdi trwéng gradient ty trong 1,077)

Lwu y: Dung tich 6ng bat budc sé tuy thudc vao thé tich mau toan phan. Bao quan trong
td lanh (2°C-8°C).

Lwu y cho HVTN: Khéng dwoc mua CSTFB dwéi dang nap san.

e Bao vé tranh anh sang.
e Nhin tir bén ngoai thay cé van duc tirc 1a san pham da bj suy gidm chét
lwong. Hay hiy bé néu thiy d4u hiéu nhiém bén.

e D& CSTFB nap sn vé nhiét dd phong (15°C-25°C ho&c dén 30°C, tuy
theo diéu kién khi hau) trwdc khi str dung.

10.5. Bong lanh Thubc thi
10.5.1. Can lam bt hoat béng nhiét huyét thanh Bao thai Bo (FBS). (Xem Muc 11.1 FBS Lam béat hoat
bang nhiét dé biét chi tiét xc Iy va quan ly).

Lwu y cho HVTN va nhing nghién ctru chung véi HVTN: FBS dwgc HVTN phé duyét

dwoc mang lwéi cung cap cho cac phong thi nghiém; khéng cé noi ban va nhiéu
FBS dwoc HVTN phé duyét khdng cé dé mua ngoai chudi/quy trinh cung (rng HVTN.
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10.5.1.1. Tham van (cac) mang lwéi hién hanh dé biét nhivng noi ban wu tién.

10.5.1.2. Nhan phiéu kiém nghiém tir noi ban dé lwu hd so kiém soat chat lwgng clia phong thi
nghiém dia phwong.
Luwu y: C6 thé phéi c6 ban phiéu kiém nghiém FBS dé xuét khau (hoac nhap khiu) mau
phan tich PBMC gilra cac quoc gia.

10.5.1.3. C6 thé str dung FBS dwoc dong lanh dé bdo quan (< -20°C/theo khuyén cdo clia nha san
xuét) cho dén ngay hét han clia nha san xuét.

10.5.1.4. FBS duworc giai dong va bao quan & 2°C-8°C sé bn dinh trong 1 thang.

10.5.2. Dimethylsulfoxide (DMSO), d nudi cay t& bao

10.5.2.1. St dung DMSO d6 nudi cay té bao.

10.5.2.2. Bao quan chai chuwa m& & nhiét dd phong (15°C-25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién
khi hau). Kiém tra han dung trén chai va bé di néu da hét han.

10.5.2.3. DMSO sau khi m&, chwa pha lodng, trong diéu kién khong tiép xuc véi anh sang va do
am, sé &n dinh & nhiét d6 phong (15°C-25°C ho&c dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau)
trong 6 thang (hodc dén han dung cla nha san xuat néu han dung nay la < 6 thang ké tw
ngay mé). Chinh stra nhan trén chai d& néu rd han diing méi.

10.5.2.4. S dung ky thuat vé trung khi ldy DMSO ti chai ra dé tranh bi nhiém ban.

10.5.2.5. B chét trong chai da mé néu thdy d4u hiéu bi nhiém béan.

10.5.2.6. C6 thé chia déu thuéc thir thanh nhirng lwgng nhd dé giup duy tri trang thai vé tring.
Dan nhan nhitng lwong chia déu nay bang “DMSQO”, tén nha san xuét, sb lo, ngay
md/chia nhd, han dung (6 thang ké tir lic mé& hodc ngay hét han ter chai gbc, tuy theo
th&i han nao dén triwdc) va tén viét tat cha ky thuat vién. Tranh dé cac lwgng chia deu tiép
xuc v&i anh sang.

10.5.3. Chét tiét tring

10.5.3.1. Chét tiét trung ethanol 70% v/v, chai xit

10.5.3.2. Thubc tAy 10% viv, xd hodc cbc cé mé va chai xit (phai lam méi ngay)

10.5.3.3. Chét tiét trung khac nhw dwoc ghi rd trong chinh sach vé phong thi nghiém dia phwong

10.6. Céac Thubc thir Dém Té bao

Luu y: Yéu ciu cho thudc thir dém té bao sé khac nhau tuy theo phwong phap dwoc sir
dung. Tham khao SOP/hwéng dan st dung dwoc mang luéi phé duyét dé biét phwong
phap dang dwoc st dung. Khéng duoc st dung acid acetic bang dé dém thi cong HVTN.

10.6.1. Dung dich xanh Trypan 0,4%

10.6.2. Tuy chon: C6 thé str dung dung dich tim tinh thé 0,05% d& nhudm nhan t& bao nhdm nhan dién
céac té bao don nhan va dém bang cach dung may dém té bao. Néu can dém té bao con séng
thi hay dém bang cach tht cong lan 2 bang cach dung xanh trypan. Dung dich Tim Tinh thé
0,05% chtra: 0,05 g tim tinh thé, 2mL acid acetic bang, 98mL nuwéc cat hoac nwéc khir ion
(H20).

11. Chuan bi Thudc thir
11.1. FBS Iam BAt hoat bing Nhiét (HI-FBS)
Luu y: HI-FBS c6 thé dwoc dat hang tir nha san xuéat hodc FBS cé thé duwoc dét hang tir nha san xuét
va lam b4t hoat bang nhiét tai phong thi nghiém. Tuan theo nhirng huwéng dan nay dé giai dong,
chia nhé va st dung.
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Lwu y cho HVTN: FBS dwoc HVTN phé duyét dwgc mang lwéi cung cép cho cac phong thi nghiém &

dang dwoc bat hoat bang nhiét; khdng cé noi ban va nhiéu FBS dwoc HVTN phé duyét dé mua ngoai
chubi/quy trinh cung ng HVTN.

11.1.1.
11.1.2.

11.1.3.
11.1.4.

L4y FBS ra khdi ti déng lanh.

U'u tién gidi ddong trong ta lanh (2°C-8°C) hoac trong vai gi& & nhiét dd phong (15°C-25°C hoac
dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau). Khong dé FBS & nhiét do phong 1au hon mre can thiét
dé hoan tat qua trinh giai dong.

Lac nhe 2 hoac 3 1an trong luc giai dong.

Tuan theo nhirng huéng dan bd sung nay trong truéng hop FBS khéng dwoc bat hoat bang
nhiét. Néu FBS dwoc nha san xuéat bat hoat bang nhiét thi chuyén téi muc 11.1.5.

11.1.4.1. Cho FBS vao ndi cach thly 56°C (55°C dén 57°C). Giam sat k§ nhiét d6 ndi cach thay.

Nhiét d6 cao hon cé thé 1am phan hiy cac thanh phan cta FBS.

Lwu y: Can d& muc nuéc trong ndi cach thily dén muc FBS trong chai, nhwng khong
cham nap cua chai. Viéc nay gidp bao ddm néng déu FBS va tranh bi nhiém ban.

11.1.4.2. Sau khi ndi cach thly tré vé 56°C (55°C-57°C) thi dun ndng FBS trong 30 phut,

11.1.5.
11.1.6.

11.1.7.

khu4y trén 5-10 phat mét 1an. Bun néng 1au hon mc nay c6 thé lam phan hdy cac thanh
phan cia FBS.
Lwu y: Lau sach chai bang ethanol 70% v/v trwdc khi mé:.
Tron HI-FBS nhe nhang va déu bang ky thuat vé trang.
Chia déu vao cac bng ly tam bang polypropylene, cé vach chia, day hinh nén, vé tring, 50mL,
¢6 dan nhan hodc cac dung cu chia déu khac co kich thuéc phi hop véi khdi lwgng cong viéc
dy kién.
Lwu y: Nhan phai ghi ré nhirng 6ng nay la “HI-FBS” va bao gébm t&n nha san xuét, sb 16,
ngay chia, diéu kién bao quan, ngay hét han cta nha san xuét gbc va tén viét tat ctia kj thuat
vién. FBS &n dinh trong 1 thang (néu thoi gian 1 thang khéng vwot qua ngay hét han gbc cua
nha san xuét) & 2°C-8°C ho&c cho dén han dung clia nha san xuét gbc néu git» & nhiét
dd -20°C. Nhé cap nhat han dung va diéu kién bao quén & cac phan chia nhé/chai lay tir ti
bao quan -20°C dé st dung.
Cho sb éng chia nhé can cho cong viéc dy kién vao td lanh (2°C-8°C). Trén ky trwde khi dung.
Nén gilr déng lanh va 6n dinh cac éng chia nhd chwa can dung ngay cho dén han dung gbc.
Lwu y: Cac dot lam déng/giai déng 13p lai sé anh hudng bat loi dén chat lwong cia FBS.
Khéng lam déng lanh lai nhirng phan chia nhé da bao quan & nhiét do ta lanh.

11.1.7.1. Bé st dung nhirng phan chia nhd, wu tién gidi d6ng qua dém truéc trong t lanh hodc &

nhiét do phong (15°C-25°C ho&c dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau) trong vai gio.
Khong dé FBS & nhiét dd phong lau hon mirc can thiét d& hoan tat qua trinh giai déng.

11.1.7.2. Sau khi giai déng, FBS sé& 6n dinh trong 1 thang & 2°C-8°C hoac theo han dung trén chai

gbc, tly theo thoi han ndo dén trwdc. Nhé cap nhat han dung va diéu kién bdo quan trén
nhirng phan chia nhé/chai trong ti bdo quan -20°C dé st dung. Tron k¥ truéc khi dung.

11.2. Dung dich Bao quan lanh Twoi (CPS)

11.21.

Céac Thanh phan CPS

Cac thanh phan Phan tram (v/v)
DMSO 10%
FBS (b4t hoat bang nhiét) 90%
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11.2.2. Chuén bj CPS
11.2.2.1. S dung (cac) éng ly tdm hinh nén, 15ml hodc 50mL, dung mét Ian, c6 dan nhan,
vo triing dé gitr CPS da chuan b.
Lwu y: Viéc tron DMSO va FBS la mét phan (rng tda nhiét.
11.2.2.2. CPS phai dwoc chuan bi trwdc va lam lanh trong ti lanh (2°C-8°C) trong it nhat 30 phut
hoac trong mot noi da lanh trong it nhat 15 phat trwdc khi dung.
Luwu y: C6 thé bdo quan CPS & (2°C-8°C) trong 1 ngay lam viéc (<18 tiéng).
11.2.3. St dung cong thirc dwdi day dé woce tinh thé tich ctia CPS can chuén bj dé tai nhii twong
PBMC cudi cung. Tai liéu nay cling c6 trinh bay cac vi du.

Mau Toan phan Kha dung (mL) x Hiéu suét Té bao (té bao/mL) x Néng do Béng lanh
(mLAé bao) = CPS U tinh (mL)
Lam tron sb nay dén sé nguyén mL gén nhét.

Lwu y: Thé tich mau toan phan kha dung (UWBV) la tbng thé tich mau dwoc xt ly. (Thé tich
mau toan phan kha dung cé thé khéng bang dung tich éng).

Luu y: Khi xt ly mau dwoce thu thap trong cac dng ACD, thi hdy bao gébm ca dung tich rat va
chat chéng ddng mau 16ng khi tinh thé tich, cac sb do téi da va tinh toan hiéu suét té bao.

e Vidu: modt éng ACD 8,5mL chira 1,5mL chéat chdng ddng mau va sé rat mot thé tich
mau tbi da 8,5mL. Khi wéc tinh va do cac 6ng ACD thi dung tich téi da sé Ia
10mL/8,5mL dng rat (8,5mL mau + 1,5mL chéat chéng déng mau 16ng =10mL).

Luwu y: Phai tinh cac 16 CPS truére khi lay thé tich mau kha dung do dwoc. D& lam viéc nay, hay
thwe hién cac phép tinh toan & trén bang cach s dung thé tich mau toan phan kha dung dw
kién tbi da (ttrc la dung tich clia 6ng thu, bao gdm ca chét chdng déng mau, nhan véi s 6ng
dw kién thu thap & budi kham). Khi chuan bi CPS, phong thi nghiém nén can nhac hiéu suat
trung binh dat dwgc véi nhém nguwdi tham gia phong thi nghiém d6. Bat dau bang hiéu suét té
bao trung binh 1,5 x 108 t& bao/1,0mL cho tinh toan dau tién. Giam sat viéc st dung CPS hang
ngay dé ti da héa hiéu qua va giam thiéu chat thiva.

e Vidu: néu thuwdng phai bd di mét lwong Ién CPS luc cudi ngay, thi hay diéu chinh
hiéu suét t& bao xudng dé thé hién nhém nguwdi tham gia chinh xac hon niva.

Néu phép tinh toan cho ra thé tich CPS khéng du, tic 1a phai lam ra nhiéu 16,
lam t&ng hiéu suét té bao trong phép tinh toan nay hodc can nhac gia tang thé tich
cudi cuing bang ty 1& phan trdm cb dinh nhw 1a 20%.

Vi du: Mau Nguoi tredng thanh — L6 CPS méi ngay — nhiéu budi kham dworc 1én lich:
e Co dic bang Két dong Muc tiéu (mL/té bao) cho tat ca la (1,0mL/15 x 10° té bao)
ho&c 15 triéu t& bao dwoc déng lanh trong 1mL (V2) ctia CPS.
e Tinh toan tbng thé tich dy kién:
Luwu y: Nhé bao gdm chét chdéng déng mau 16ng khi tinh téng thé tich dw kién twr cac
dng ACD. Cac 6ng NaHep va EDTA khéng c6 chéat chéng déng mau 16ng nén thé tich
éng duoc ghi theo tiéu chuan yéu cau ctia phong thi nghiém 1a thé tich téi da co thé.
o Budi kham lén lich d4u tién bao gébm 18 x 8,5mL éng ACD dé xt&r ly PBMC
o Budi kham lén lich tht hai bao gdm 8 x 8,5mL 6ng ACD dé xt ly PBMC
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o Bubi kham Ién lich thir ba bao gdm 8 x 10mL 6ng NaHep dé xi&r ly PBMC
o Tbéng cac 6ng dw kién (18+8+8) = 34, 34 6ng x 10mL = 340mL thé tich dw
kién t6i da

Mau Toan phan
Kha dung x

Hiéu suat Té bao x

Co dic bang Két dong =

CPS U&c tinh dé
Pha ché

(340mL) x

(1,5 x 106 té bao/1mL) x

(1,0mL/15 x 108 té bao) =

34,0mL

Vi du: Mau Nguoi trwdng thanh — Thu thap Thé tich Mau Lén. Co déc bang Két déng Muc tiéu
(mL/té bao) cho tat ca 1a (1mL/15 x 10° t& bao) hoac 15 triéu té bao dwoc déng lanh trong 1mL
(V2) cua CPS. L6 CPS tao ra sau khi do UWBV.

Mau Toan phan
Kha dung x

Hiéu suat Té bao x

Cb dac bang Két doéng =

CPS U&c tinh dé
Pha ché

(135mL) x

(1,5 x 108 t& bao/1mL) x

(1,0mL/15 x 10° té bao) =

14,0mL

Vi du: Mau Nguei tredng thanh — Thu thap Mau 8 x 10mL NaHep. C6 d&c bang Két déng Muc
tiéu (mL/té bao) cho tat ca 1a (1mL/10 x 108 t& bao) ho&c 10 triéu t& bao dwoc dong lanh trong
1mL (V2) ctia CPS. L6 CPS tao ra sau khi do UWBV.

Mau Toan phan kg A a1 X £, <~ _|CPS Wéc tinh dé
Kha dung x Hiéu suat Te bao x |C6 dac bang Ket dong = Pha ché
(80mL) x (1,5 x 108 t& bao/1mL) x | (1,0mL/10 x 108 t& bao) = 12,0mL
11.2.4. S dung cong thirc sau dé tinh toan lwgng DMSO va FBS can dung.
CPS = 1 phén DMSO + 9 phén FBS
Vi du:
2. _ Tong Thé tich
Thé tich CPS Thé tich DMSO = TTh'éeﬁt":‘:]hCHP"SF??;é CPS =
Uéc tinh (.1)(Thé tich CPS) tich DMSO Thé tich DMSO +
Thé tich FBS
10,0mL 1,0mL 9,0mL 10,0mL
5,0mL 0,5mL 4,5mL 5,0mL

11.2.5. Ghi lai cac thé tich CPS, DMSO va FBS trén bang quy trinh PBMC. Néu tao ra cac |6 chung thi
phai ghi lai thoi gian tao va tén viét tit ctia ngudi tao ra 16 nay.

12. Gi&i thiéu va Hwéng dan X ly PBMC

C6 nguyén tac va cac budc tiéu chuan chung cho tét ca quy trinh x&r ly PBMC. Viéc chon ky thuat tach
(CSTFB so v&i xép I&p thi cong), viéc xt Iy mau (pha lodng c6 hodc khdng co thay thé huyét twong so véi lay
huyét twong trwc tiép), ndng dd té bao cubi cling va dong lanh/bdo quén khac nhau co thé cho ra cac két qua
khac nhau. Chon cac muc tha thuéat thich hop dé tach té bao va xi ly mau, ddng lanh va bao quan dua trén
cac yéu cau cla giao thire x( ly va mang lwdi.
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13.Tach Té bao va Pha loang Mau bang Ong tach Té bao c¢6 Mang ngan Frit (CSTFB) cé
Thay thé Huyét twong

Muc 13 c6 thé dwoc st dung cho toan mang lwdi: kiém tra cac yéu cau vé giao thirc xi Iy va vat liéu sdn co.

St dung Muc 13 hodc Muc 14 cho tat ca cac mau, nhwng khdong dung ca hai.

13.1. Tach lym phé bao tir mau ngoai bién st dung cac éng tach CSTFB & nhiét d6 phong (15°C-25°C
ho&c dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau) c6 thém mai trudng gradient ty trong (DGM).

13.1.1. Thyc hién tat ca cac thao tac hut va trdn trong budng an toan sinh hoc (BSC) Loai Il mirc
2tré 1én.

13.1.2. Xit tAt ca cac bé mét, gia treo va chai thudc thir bang ethanol 70% v/v hodc chét khir tring
twong dwong méi lan trwde khi vao phong va s dung BSC.

13.1.3. Phai tién hanh thd thuat nay & nhiét d phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tly theo didu kién
khi hau), trtr khi cé quy dinh khac.

13.1.4. S dung mét pipet ma&i cho méi s6 nhan dién ngudi tham gia (PTID) va cong thém.

13.2. Chuan bi mau mau toan phan, thuéc thir va tiép liéu.

13.2.1. Chuan bj va lam lanh CPS (xem Muc 11 Chuan bj Thudc thi¥) trwéc khi xt ly hodc trude It

tron PBMC néu can thém CPS.
Luwu y: Phai chuén bi cac 16 CPS truéc khi bat dau cac buwde xir ly mau. Phai kiém tra thé tich
16 va tao cac 16 bd sung (khi can), theo toan bo chi tiét trong bang quy trinh PBMC.
13.2.2. Chuan bj dt cac 6ng CSTFB dé quan ly lwong t6i da mau dy kién.
13.2.2.1. Déi véi cac 6ng CSTFB 50mL, 1ap ké& hoach cho thé tich t&i da 20mL hodc cho mot
CSTFB véi méi 2 6ng dwng mau 8,5-10mL. Lwu y: Chia tdng sb 6ng dwng mau 8,5-10mL
can dung cho 2. Néu két qua la mot phan sb, (mot sb 1é dng dwng mau), thi hdy 1am tron
dén s nguyén gan nhét (tirc la thém 1 6ng CSTFB).
13.2.2.2. Vidu:
e Bubi kham 1 ¢6 3 x 10,0mL 6ng NaHep. Chuan bj 2 6ng CSTFB.
e Budi kham 10 c6 10 x 8,5mL éng ACD. Chuén bj 5 6ng CSTFB

13.2.3. Bdo dam cac 6ng CSTFB da chuén bi chira DGM & nhiét d6 phong (15°C-25°C hoéc dén
30°C, tuy theo didu kién khi hau) truoc khi bét dAu cac buoc x Iy,

13.2.4. Kiém tra bang mat nhitng 6ng CSTFB da db day dé xac nhan khong cé bong béng 16n,
khoang hé ton tai gitta DGM va mang ngan frit va khéng cé DGM trén frit trwdc khi thém WDR
hodc mau vao nhirng 6ng nay. (Xem huéng dan chuén bi CSTFB trong muc 10.4 dé biét
hwéng dan vé viéc quan ly nhirng van dé vé thé tich DGM khi nhan thay).

13.2.5. Thu thap cuing mét sé éng ly tam méi bang polypropylene, cé vach chia, day hinh nén,
vo triing, 50mL khi chuan bj CSTFB (xem Muc 13.2.2). Nhitng 6ng “riva” nay sé duwoc str dung
cho céc té bao da lay va cac budc rira sau dob.

Kich c& CSTFB (mL) Kich c& Ong Ly tam Hinh nén (mL)
50 50

13.2.6. Néu can thay huyét twong, thi hdy thu thap cac 6ng ly tam bang polypropylene, cé vach chia,
day hinh nén, vé trung, 15mL hodc 50mL thich hop véi thé tich huyét twong can lay. Dan nhan
PTID, chat chéng déng méau va dan xuét.
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13.2.7.

13.2.8.

Néu s& vao éng chira mau nay ma thay lanh (do nhirng diéu kién mai trwéng lanh nhw van
chuyén trong nhirng thang lanh) thi hay dé nhirng 6ng nay vé nhiét dé phong (15°C-25°C hoac
dén 30°C, tiy theo didu kién khi hau) truéc khi bat dau xd Iy

Kiém tra c&n than PTID trén tAt ca cac dng mau da nhan. S&p xép cac 6ng chinh dé khong cé
kha nang xay ra tinh trang tron |an cac éng gitra PTID/PID ho&c nhitng chét chéng déng mau.
Dé xuét: Dat tat ca cac 6ng cho tivng PTID/chét chéng ddng mau vao moét gia treo. Cé thé st
dung céc gia dwng 6ng khac nhau dé tach riéng cac PTID hodc cac loai 6ng va st dung but
l6ng khac mau cho tirng PTID dé tranh nham Ian.

13.3. Thay thé Huyét twong
Lwu y: Chi thue hién budc thay huyét twong nay khi bat budc phai chia nhd cac phan huyét twong tiy
cac 6ng thu thap PBMC theo giao thirc xi¥ ly hodc SPLI/LPC/LM; tién hanh bwéc 13.4 néu khong bat
buéc phai chia nhé cac phan huyét twong.

13.3.1.

13.3.2.

13.3.3.

13.34.

13.3.5.

13.3.6.

13.3.7.

Cac 6ng lay mau tir cung mét PTID va cung mét chat chdng déng mau phai dwoc x( ly riéng
(khéng dwoc gdp chung trong céc éng ly tdm hinh nén 50mL) trir khi dwo'c néu trong
SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xir ly.

Danh d4u thé tich mau toan phan trén méi ng 14y mau & mat khum.

Ly tdm mau toan phan & 200-400 x g trong 10 phut. Ghi lai thdi gian bt dau x( ly trén bang
quy trinh x& ly PBMC.

Chuyén huyét twong vao éng ly tam hinh nén 15mL hodc 50mL cé dan nhan cho ly tam I&n the
hai dé loai b can té bao.

Thém moét lwgng WDR di d& mau tré vé thé tich mau toan phan ban dau, khuéy nhe va tiép
tuc xt&r ly PBMC & buwéc 13.4.

Hoan tat xt ly huyét twong bang cach ly tam huyét twong da thu thap & 800-1200 x g trong 10
phut dé thu cac phan chia nhé PL2 hoéc theo giao thire xir ly hodc SPLI/LPC/LM. C6 thé thuc
hién buwéc nay sau néu may ly tam khéng st dung dé xir ly PBMC.

Chia nhé huyét twong da ly tam hai lan vao cac éng chia nhé cé dan nhan nhw da ghi rd b
SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xt ly va loai bd c&n t& bao con lai.

13.4. Pha loang Mau dé tach CSTFB
Luu y: Ty 1& tbi da ctia mau trén WDR phai 1a khodng 2:1. St dung mét dng 50mL cho méi 12-20mL
mau toan phan. St dung nhiéu dng CSTFB nhw yéu cau dé phan phéi toan bd mau cho tirng
PID/PTID.
Lwu y: Méi trwdng gradient ty trong 1a méi trwdng déc vaéi té bao; hay lam viéc nhanh va hiéu qua
trong cac bwéc phan tach nay.

13.4.1.

13.4.2.

13.4.3.

L)

Dan nhan trng CSTFB va céc 6ng “riva” ly tdm hinh nén, vo tring twong (ng bang PTID (va

chét chéng déng mau, néu thich hop)

S dung pipet huyét thanh vé tring, thém WDR vao tirng CSTFB da chuén bj, dan nhan:

Kich c& CSTFB (mL) Thé tich Gan dung ctia WDR (mL)
50 5

[T ]

S dung pipet huyét thanh vé tring, thém WDR vao tirng éng “riva” ly tdm hinh nén, vé tring,
da dan nhan:

Kich c& CSTFB (mL) | Kich c& Ong Ly tam Hinh nén | Thé tich Nap trwéc WDR
(mL) (mL)

50 50 25
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13.4.4.

13.4.5.
13.4.6.

13.4.7.

13.4.8.

13.4.9.

M& ndp cac 6ng mau da chéng déng. Néu khong bat budc/tién hanh cac budc thay thé huyét
twong thi ghi lai thdi gian thao nép 1a thdi gian bat dau x( ly trén bang quy trinh xt ly PBMC.
Néu mau trong éng 1y méau bi vén cuc hodc tan huyét rd rang thi xem Muc 6.3.

St dung pipet huyét thanh vé trung dé trén nhe nhang mau toan phan réi chuyén mau nay vao
CSTFB da dan nhan.

Luwu y: Phéi chuyén méau bang cach s dung pipet huyét thanh vé triing, véi liéu lvong dwoc do
la 10mL cho dén khi con it hon 10mL. Phan phdi mau nay vao cac 6ng CSTFB véi liéu lwong
c6 dinh dé bdo dam theo dbi chinh xac cac thé tich d& do UWBV subt thoi gian phan phéi mau
toan phan.

Muc tiéu chuyén 15mL—20mL téng lwong mau vao trng CSTFB da dan nhan. (Chi dwoc phép
st dung pham vi mé& réng sau day trong trwdng hop khong thé ding pham vi muc tiéu cu thé).
Khong bét dau dé mot CSTFB 50mL méi trir khi s8n cd/con lai tdi thidu 12mL mau.

Kich c& CSTFB (mL) Thé tich Mau Gan dung (mL)*
50 15-20 (chap nhan 12 - 22 trong nhirng
trwdng hop cu thé)

*C4c thé tich mau nhd hon, nhat 1a khi c6 hematocrit thap, cé thé 1am I6p trung

gian ha xubng t&i/trén muc frit, gdy khé khan khi 14y. Céac thé tich mau Ién hon

c6 thé gép phan lam tang day/can trong cac mau. Tham khao hwéng dan cu thé

theo giao thirc xt ly cho cac thé tich mau nhé hon.
Xé&c dinh va ghi lai sb do chinh x&c cla thé tich mau toan phan kha dung trong vong 0,1mL.
Luwu y: thé tich mau toan phan kha dung khéng nhét thiét phai bang kich thwéc éng.
St dung pipet vé trung, rira sach tirng 6ng mau cé chat chéng déng gbc bang WDR va thém
lwong chét riva vao CSTFB dé bdo dam khong vwot qua gidi han téng thé tich éng
(WDR + Mau Toan phan).

Kich c& CSTFB (mL) Gidi han Téng Thé tich Ong
(WDR + Mau Toan phan) (mL)
50 30

13.4.10. Day kin ndp CSTFB.

13.5. Ly tdm ty trong va thu thap CSTFB

13.5.1.
13.5.2.

13.5.3.

13.5.4.

13.5.5.

Gilr cac bng & tw thé thang dirng, cho vao gia d& rdi chuyén vao may ly tam.

Ly tam v&i téc do 800-1000 x g trong 15 phut & 15°C-25°C (hoéc dén 30°C, tuy theo diéu kién
khi hdu) voi cai dat KHONG HAM/dat vé 0.

Luu y: Néu chbt ham bi mé thi sé lam v& cac 16p.

Trong khi cac éng CSTFB dang quay, hay thai bd tat ca cac 6ng thu réng theo thwe hanh
phong thi nghiém, lau chui sach bé mat BSC va sap xép cho cac budec tiep theo.

Xac nhan dung sb cac éng ly tam hinh nén, vé trung, dan nhan, nap sén WDR (cac éng “riva”)
san sang trong BSC cho cac buéc lay/rira.

Sau khi may ly tdm ngtrng hoan toan, hay thao nhe nhang tirng CSTFB khdi may ly tam va
khong lam x&o tron cac 16p. St dung gia treo dé& d& cac 6ng va chuyén can than vao BSC.
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13.5.6. Ly tam dan dén ham lwong trong 6ng dwoc chia thanh 6 16p rd rang, ké ca frit. Tinh tlr trén dau
éng, nhirng I&p nay la:

e Huyét twong + WDR
e LopPBMC Huyét
. I\{I0| trwong gradient Mau Ly tam twong + op
ty trong (DGM) 2 DGM___ PBMC
o Frit Frit Q@@@ Frit
e Moi trwong gradient Mbi DGM
ty trong (DGM) trwong 15 ohd RBC
e Té bao hdng cau gradient S phat
, ty t
(RBC) va bach cu (yD Icr;ol\r)lg; 800 dén 1000 x g
hat két tu

13.5.7. Kiém tra cac 6ng tim cac van dé tiém an sau day. Ghi lai nhirng quan sat va hoat déng theo dai
da thwe hién theo yéu cau clia mang lwdi va phong thi nghiém.
e Sy Tan huyét trong I16p Huyét twong + WDR
e Nhirng cuc mau déng thay duoc trén frit sau khi ly tam.
e L&p PBMC kém do 16i trong qué trinh ly tdm nhw th&i gian tbc dd hodc ham.
L&p PBMC sé biu hién it va khong rd trong khi Iép Huyét twong + WDR c¢6 thé
hoi van duc. Tham khao Phu luc C dé& xt ly sw cb.
e L&p PBMC tao ra trén frit do sé lwgng RBC hodc thé tich hematocrit thap.
e L&p RBC ngay bén dwéi va cham vao Iép PBMC.

13.5.8. S dung mét pipet huyét thanh vé tring méi cho méi PTID, bd di phan huyét twong-WDR phia
trén mau vang xudng 1-2 cm bang PBMC mau trang duc nam tiép giap gitva phan huyét
twong-WDR (mau vang) va dung dich méi trwérng tach trong suét. Can than khong lam x&o tron
|&6p té bao trong quy trinh nay. Bé phan huyét twong-WDR theo quy dinh clia phong thi nghiém.
Lwu y: Cach khac niva 1a, bang PBMC mau trang duc dwoc bd di bang cach dwa can than pipet
xuyén qua I&p huyét twong-WDR phia trén.

13.5.9. S dung mét pipet huyét thanh vé trung, 14y tat ca cac té bao & phan tiép giap mau trang duc
trén frit. Can than khoéng hit méi trwéong gradient ty trong nhiéu hon can thiét.

13.5.9.1. Chuyén céc t& bao da lay tr mot CSTFB vao mot dng “riva” ly tam hinh nén, vé tring,
dan nhan trwédc twong tng (chuén bi nhw néi dung trong Muc 13.4). Cac 6ng dwoc nap
WDR trudc la dé tiét kiem thoi gian.
13.5.10. Day nap CSTFB cha t& bao hdng ciu va méi trudng tach con lai. Thai bd CSTFB gidng
nhw rac nguy hiém sinh hoc theo quy dinh ctia phong thi nghiém.
13.6. Bao dam phai ghi lai tat ca nhirng yéu tb chinh theo yéu ciu clia mang lwdi va phong thi nghiém.
Chuyén qua Muc 15.
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14.Tach Té bao bang cach Xép trén hoac Xép dwéi (Thu cong) Mbi tredng Gradient
Ty trong va Pha lodng Mau bang cach Tach Té bao (Thu céng) Gradient Ty trong cé
Thay thé Huyét twong

Muc 14 c6 thé dwoc str dung cho toan mang lwdi; kiém tra cac yéu cau vé giao thirc xt Iy va vat liéu

san cé. St dung Muc 13 hodc Muc 14 cho tit cd cac mau, nhwng khdng dung ca hai.

Luu y cho HVTN: HVTN khong khuyén céo str dung phwong phap xép dwdi. Phwong phap xép duéi phai

dwoc phé duyét trwde tir Phong thi nghiém Trung tdm HVTN trwde khi st dung cho cac mau theo giao

thire x@ 1y.

14.1. Tach lym phé bao ttr mau ngoai bién str dung Phwong phap Xép trén (Thi céng) Méi truwéong
Gradient Ty trong

14.1.1.

14.1.2.

14.1.3.

14.1.4.

Thuwc hién tat ca cac thao tac hat va trdn trong budng an toan sinh hoc (BSC) Loai Il mic 2

tré [én.

Xit trén tat c bé mat, gia treo va chai thubc thir bang ethanol 70% v/v méi lan trwde khi vao
phong va str dung BSC.

Tri khi 6 quy dinh khac, quy trinh nay dwoc tién hanh & nhiét 46 phong (15°C-25°C hoac dén
30°C, tuy theo dieu kién khi hau).

S dung mét pipet méi cho mdi sé nhan dién ngwdi tham gia (PTID) va cong thém.

14.2. Chuén bi m3u mau toan phan, thuéc thir va tiép liéu

14.2.1.

14.2.2.

14.2.3.

14.2.4.

14.2.5.

14.2.6.

14.2.7.

Chuén bj va lam lanh CPS (xem Muc 11 Chuén bj Thudc thir) tredre khi xir ly hoac trwde luc
tron PBMC néu can thém CPS.

Luwu y: Phai chuén bi cac 16 CPS trwdc khi bat dau cac bwédc xir ly mau. Phai kiém tra thé tich
16 va tao cac 16 bd sung (khi can), theo toan bo chi tiét trong bang quy trinh PBMC.

Dé mai trudng gradient ty trong vé nhiét dd phong (15°C-25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu
kién khi hau). Xem Muc 10 Cac thudc thir dé biét thém thong tin.

Thu thap da cac éng ly tam bang polypropylene, cé vach chia, day hinh nén, vé trung, 50mL dé
quan ly tat ca cac budc pha loang, xép trén/xép dudi va riva.

Néu can thay huyét twong, thi hay thu thap cac 6ng ly tam bang polypropylene, cé vach chia,
day hinh nén, vé tring, 15mL hodc 50mL thich hop véi thé tich huyét twong can lay. Dan nhan
PTID, chat chéng déng méau va dan xuét.

Néu s& vao dng chira mau nay ma thay lanh (do nhirng diéu kién maéi trudng lanh nhw van
chuyén trong nhirng thang lanh) thi hay dé nhirng 6ng nay vé nhiét dé phong (15°C-25°C hoac
dén 30°C, tly theo didu kién khi hau) truc khi bat dAu x 1y.

Kiém tra can than PTID trén tAt ca cac dng mau da nhan. S&p xép cac 6ng chinh dé khong co
kha nang xay ra tinh trang tron 1an cac éng gitra PTID ho&c nhirng chat chéng déng mau.

Dé xuét: Dat tat ca cac dng cho tirng PTID/ch4t chdng ddng mau vao moét gia treo. Cé thé sir
dung céac gia dung éng khac nhau dé tach riéng cac PTID hoéc cac loai 6ng va st dung but
l6ng khac mau cho tirng PTID dé tranh bi nham Ian.

X&c dinh va ghi lai sé do chinh xac ctia thé tich mau kha dung trong vong 0,1mL béng pipet
huyét thanh 10mL (hodc nhirng phwong phap khac dwoc mang lwéi phé duyét). Luu y la thé
tich mau toan phan kha dung khéng nhét thiét phai bang kich thwéc éng.

Luu y cho HVTN: Khéng st dung cac éng tham khao ho&c éng hinh nén dé do.
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14.3. Thay thé Huyét twong

Luwu y: Chi thye hién budc thay huyét twong nay khi bat budc phai chia nhd cac phan huyét twong to

cac 6ng thu thap PBMC theo giao thirc xr ly hodc SPLI/LPC/LM; tién hanh buwdc 14.4 néu khong bat

buéc phai chia nhé cac phan huyét twong.

14.3.1. Nhirng 6ng ldy mau tir cing mét PTID va chét chéng déng mau cé thé dwoc xt ly riéng hodc
g0Op chung trong cac ong ly tdm hinh nén 50mL (khéng dwgc gdp cho HVTN).

14.3.2. Danh d4u thé tich mau toan phan trén méi 6ng lay mau & méat khum.

14.3.3. Ly tam méau toan phan & 200-400 x g trong 10 phut. Ghi lai thdi gian bat dau x( ly trén bang
quy trinh x&r ly PBMC.

14.3.4. Chuyén huyét twong vao éng ly tam hinh nén 15mL ho&c 50mL cé dan nhan cho ly tam 1an thir
hai dé loai bd can té bao.

14.3.5. Thém moét lwgng WDR di dé mau tré vé thé tich mau toan phan ban dau, khuéy nhe va tiép
tuc xt&r ly PBMC & buéc 14.4.

14.3.6. Hoan tat xtr ly huyét twong bang cach ly tam huyét twong da Iy & 800-1200 x g trong 10 phut
dé thu cac phan chia nhé PL2 ho&c theo SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xt ly. C6 thé thuc
hién buwéc nay sau néu may ly tm khéng st dung dé xtr ly PBMC.

14.3.7. Chia nhd huyét twong da ly tdm hai lan vao cac éng chia nhé cé dan nhan nhw da ghi ré bdi
SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xt Iy va loai bé can té bao con lai.

14.4. Pha loang Mau dé Tach (Tha céng) Té bao Gradient Ty trong

14.4.1. M& ndp cac 6ng mau da chdng dong. Néu khong bét budc/tién hanh cac bwdc thay thé huyét
twong thi ghi lai thdi gian thao nap la thoi gian bat dau x& ly trén bang quy trinh xt ly PBMC.

14.4.2. Néu bng bi vén cuc hodc tan huyét rd rang thi hay xem Muc 6.3.
Lwu y: Gop céac |ép trung gian dwoc phép theo hwéng dan trong Phu luc D: Gop cac Lép Trung
gian dé C6 lap PBMC Méi trudng Gradient Ty trong. Dé gdp cac I&p trung gian, thi thay thé cac
buwéc 14.4.3 va 14.4.4 bang cac hwéng dan trong Phu luc D.

14.4.3. Dan nhan tirng 6ng ly tdm hinh nén bang PTID va chéat chéng déng mau.

Kich c& Ong Ly tdm Hinh nén (mL) Thé tich Mau gan dung (mL)
50 12-22
15 4-5

14.4.4. Chuy&n mau nay vao mét éng ly tam hinh nén, 15mL hodc 50mL, cé dan nhan, vé trung va
thém du thé tich WDR dé pha loang mau theo t& huwéng dan sir dung méi trwong gradient ty
trong (ty sb tbi da mau/chét pha loang la 2:1).
14.5. Tach Té bao Gradient Ty trong:
Lwu y: S dung Phuong phap Xép trén (Muc 14.5.1) hodc Phwong phap Xép dudi (Muc 14.5.2),
nhwng khéng dung ca hai.
14.5.1. Phuong phap Xép trén:
14.5.1.1. Chuén bj 6ng ly tm hinh nén vé tring, cé dan nhan cho médi 6ng chira mau pha loang.
14.5.1.2. Thém mot thé tich méi trwdng gradient ty trong thich hop vao cac dng ly tam hinh nén vo
trung réng.
Luwu y: Thé tich méi trwéng gradient ty trong sé phu thudc vao ty sb ciia méi trudng
gradient ty trong va mau pha loang theo khuyén céo clia nha san xuét.
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14.5.1.3. HGt cAn than va cham rai mau dwoc pha loang trén mai trwong gradient ty trong.

Dé xuét: Nhe nhang dé hén hop WDR-mau pha loéng chay xubng thanh éng va tu trén
mat clia bé mat mai trudng gradient ty trong ma khéng pha v& mat phang bé mét.

14.5.1.4. Day nép 6ng can than. Chuyén qua Muc 14.6.

14.5.2.

Phwong phap Xép duéi:

14.5.2.1. Tron nhe nhang va ky lwéng dé gidm von cuc cac té bao trong khi tach.

Tuy chon: V&i mau toan phén hodc mau-WDR, thém vao mot thé tich WDR khac twong
duwong vai tbng thé tich mau.

14.5.2.2. Dya trén thé tich WDR-mau pha loang nay, xac dinh thé tich méi trwdng gradient ty trong

can c6 cho méi éng.
Lwu y: Thé tich méi trwdrng gradient ty trong sé phu thudc vao ty sb clia méi trudng
gradient ty trong va mau pha loang theo khuyén céo cia nha san xuét.

14.5.2.3. Dung pipet hat cham va can than dung dich méi trudng gradient ty trong DUO

mau-DWR.

14.5.2.4. Day nép 6ng can than. Chuyén qua Muc 14.6.
14.6. Ly tam va lay ty trong lym phé bao:

14.6.1.
14.6.2.

14.6.3.

14.6.4.

14.6.5.

14.6.6.

14.6.7.

14.6.8.

Gilr cac bng & vi tri thdng dlrng, cho vao gia d& va chuyén nhe nhang vao may ly tam.

Ly tdm & 400 x g trong 30 phut & 15°C-25°C (hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau) bang
cai dat KHONG HAM/dat vé 0 hodc nhw da néu trong t& hwéng dan str dung dinh kém theo
mdi trwdng gradient.

Luu y: Néu chét ham bi mé thi sé l1am v& cac Iép. Ham ly tam phai TAT dé tach sach va ti da
hoa viéc thu lai PBMC.

Trong khi cac éng hinh nén dang quay, hay thai bd tat ca cac 6ng thu réng theo thuc hanh
phong thi nghiém, lau chui sach bé mat BSC va sap xép cho cac buéc tiép theo.

Dan nhan (bang PTID/chat chéng ddng méau) cuing mét sé va kich thwéc clia cac 6ng ly tam
hinh nén méi, vé tring nhw 6ng ly tdm hinh nén dwoc st dung trong bwéc ly tam tach I&p.
S dung cac 6ng méi nay cho cac budc lay va riva té bao sau day.

S dung pipet vé trung, thém WDR vao tirng éng “rira” hinh nén, vé tring, ¢é dan nhan trwdc:

Kich c& Ong Ly tdm Hinh nén | Thé tich Nap trwéc WDR
(mL) (mL)
50 25
15 5

Sau khi may ly tdm ngirng hoan toan, thi nhe nhang thao éng hinh nén khéi may ly tam sao
cho khdng xdo trén cac 16p. St dung gia treo dé d& cac éng va chuyén can than vao BSC.
Néu khong thay 16p té bao nay, thi hay kiém tra xem may ly tam cé van hanh binh thwdng
khong. Stra van dé gap phai. Ly tam lai dng nay. Ghi lai van dé va hanh dong da lam theo yéu
cau clia mang lwéi va phong thi nghiém.

Ghi lai sw tan huyét hodc cuc mau nhé thay dwoc & phan tiép giap té bao.

Lwu y: Tim tan huyét hodc cuc mau déng sau khi ly tam. Danh gia tan huyét +1 dén +4 dua
trén diém mé ta trong bang chu giai. Ghi lai théng tin da quan sat.
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14.6.9. Sr dung mét pipet vd tring mai (pipet huyét thanh hodc chuyén) cho méi PTID, bé di phan
huyét twong-WDR phia trén mau vang xudng 1-2 cm bang PBMC mau trang duc ndm tiép giap
gitra phan huyét twong-WDR (mau vang) va dung dich mai trwéng tach trong subt. Can than
khong lam x&o tron |&p té bao trong quy trinh nay. Bé phan huyét twong-WDR theo quy dinh
cutia phong thi nghiém.

Luwu y: Céach khac niva 1a, bang PBMC mau trang duc dwoc bd di bang cach dwa can than pipet
xuyén qua I&p huyét twong-WDR phia trén.

14.6.10. S dung mot pipet huyét thanh hodc chuyén vé triing, lay tt ca cac té bao & phan tiép giap

mau tréng duc. Can than khoéng hat dung dich méi trwérng gradient ty trong nhiéu hon
can thiét.

14.6.11. Chuyén céc té bao da lay tir mot &ng ly tam hinh nén vao mét dng ly tam hinh nén, vé tring,

da dan nhan trwdc twong ng. C6 thé nap trudc cac 6ng bang WDR dé tiét kiem thoi gian
(Muc 14.6.5).
14.6.12. Pay lai n&p 6ng ly tam hinh nén chira cac té bao héng cau va/maéi triérng phan tach con lai va
thai b dng giébng nhw rac nguy hiém sinh hoc theo quy dinh ctia phong thi nghiém.
14.7. B&o dam phai ghi lai tat c& nhitng yéu t6 chinh theo yéu cau ctia mang luéi va phong thi nghiém.
Chuyén qua muc 15.

15.Rtra, Dém, Tai nhii twong, C6 dic va Pong lanh cé Kiém soat Téc dd Qua dém
15.1. Rlra 1:

15.1.1. QS (téng thé tich phan PBMC I&n) dén gan 45mL (v&i 6ng ly tdm hinh nén 50mL) ho&c 10mL
(v&i 6ng ly tam hinh nén 15mL) bang cach thém WDR. Trén nhe nhang.

15.1.2. Day lai nép tat ca cac 6ng hinh nén nay, hién dang chira cac té bao da lay va pha loang
trong WDR.

15.1.3. Ly tAm céc té bao pha lodng & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-25°C (hodc dén 30°C, tuy
theo diéu kién khi hau) ham nhe tuy chon.

15.1.4. L4y bng ra khdi may ly tam va kiém tra hat t& bao.

15.1.4.1. Néu khong nhin thdy hat té bao, thi x4c nhan may ly tdm da van hanh binh thwéong va
chinh stva cai dat da sir dung. Stra van dé g&p phai. Ly tdm lai cac 6ng nay. Ghi lai van
dé va hanh dong da lam theo yéu cau clia mang ludi va phong thi nghiém. Néu van
khéng nhin thay hat t& bao sau khi dng dwoc ly tam lai, thi tiép tuc cac budc xtr ly va ghi
lai chi tiét trén bang quy trinh x ly.

15.1.5. LAy ra va loai bd chét phia trén WDR mét cach can than ma khoéng lam x&o trén cac hat té bao
bang cach rét nhanh vao céc thung chiva chét thai Idng quy dinh trong BSC. C6 thé sir dung
cac phuong phap khac nhw thai bé bang pipet huyét thanh hodc bang cach huat cho cac hat
Idng l&o hoac chira mét lwgng 16n hdng cau.

15.2. Rlra 2:

15.2.1. Tai nhii twong méi hat véi thé tich nhd WDR bang cach trén nhe nhang nhwng hoan toan vao

nhii twong té bao déng nhét.

Kich thuéc Ong (mL) Thé tich Tai nhd twong WDR
(mL)
50 <5
15 <3
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15.2.2.

15.2.3.

15.2.4.

15.2.5.
15.2.6.

15.2.7.

15.2.8.

Két hop nhii twong hat tir cing mét PTID/chat chéng déng mau. Day 1a éng té bao da 1ay.

Kich thuéc Ong (mL) Sé Nhii twong Hat cAn Kéthop | Téng Thé tich (mL)
50 <4 <20
15 <2 <6

S dung mét lwong nhd WDR dé rira sach éng chiva cac hat da chuyén. Thu thap nwdc rira
WDR trong éng té bao d3 lay.
QS phan PBMC bang cach thém WDR vao rdi trén nhe.

Kich thwéc Ong (mL) Thé tich QS (mL)
50 <45
15 <10

Day lai ndp cac éng va cho vao may ly tam.

Ly tdm cac té bao pha loang & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-25°C (hodc dén 30°C,

tly theo diéu kién khi hau) ham nhe tuy chon.

LAy 6ng ra khdi may ly tam va kiém tra hat té bao.

Luu y: Néu khong thay hat té bao nay, thi hay kiém tra xem may ly tdm c6 van hanh binh
thworng khéng. Stra van dé gap phai va ly tam lai dng nay. Ghi lai van dé va hanh dong da lam
theo yéu cau clia mang lwéi va phong thi nghiém. Néu van khéng nhin thay hat té bao sau khi
bng dwoc ly tam lai, thi tiép tuc cac bwéc xtr ly va ghi lai chi tiét trén bang quy trinh xi ly.

L&y ra va loai bd chét phia trén WDR mét cach can than ma khong lam x&o tron cac hat té bao
bang cach rét nhanh vao céc thuing chiva chét thai 1dng quy dinh trong BSC. C6 thé sir dung
cac phuwong phap khac nhw thai bd bang pipet huyét thanh ho&c bang cach hat cho cac hat
Idng 180 ho&c chira mét lwgng 16N hdng cau.

15.3. Dém Té bao PBMC

15.3.1.

15.3.2.

15.3.3.
15.3.4.

Xéc dinh va ghi lai thé tich tai nhii twong dém WDR (V) chinh xac dén 0,1mL. V quan trong vi
dwa vao thé tich nay ma cé thé dém té bao.

Luwu y: Thé tich tai nhii twong dém WDR (V) 1a 20% thé tich mau toan phan kha dung do duorc,
[am tron dén so nguyén mL gan nhat (ghi la X,0) trong hau hét cac trwong hop.

Vi du: Thé tich mau toan phan kha dung da do dworc ghi la 78,6mL. Thé tich tai nhi twong dém
phai la 16mL (78,6 x 20% = 15,72. Lam tron 15,72 dén s6 nguyén mL gan nhét la 16mL)

Céc vi du vé truong hop cé thé thay dbi murc V:

e V da tinh toan I&n hon dung tich cta 6ng hinh néon mét chut. UWBV dwoc do va ghi la
255,2mL. Nhan véi 20% va lam tron dén sb nguyén gan nhat 1a 51,0mL. Trong trudng
hop nay, V cé thé gidam xudng 45,0mL dé tron an toan va sau do ly tam trong 6ng hinh
nén 50mL.

e MAu clia ngudi tham gia cho két qua vé bang té bao rat it va cac hat té bao rat nhé & cac
lan phan tich tiép theo. Trong trweng hop nay, cé thé gidm V xudng dé tranh ndm ngoai
gi&i han dém té bao.

Néu c6 hon 1 hat tir cing mét PTID/chét chéng déng mau, thi st dung mot lvong WDR do
duoc/theo d4u nhd dé tai nhi tuong va két hop nhirng hat té bao vao moét éng. S dung thé
tich tai nhii twong con lai rira cac 6ng chira té bao da chuyén. Thém dich rira nay vao éng
chira nhii twong té bao.

Tron té bao mét cach nhe nhang va ky lwéng ngay trwéde khi ldy mau dém té bao.

Chuyén moét thé tich nhé tai nhii twong vao 6ng nhé dé dém. Xem hudng dan cho thiét bi hoac
SOP dém dé biét thé tich thich hop.
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15.3.5.

15.3.6.

15.3.7.

Lwu y: Néu can dém lai thi hay giam thé tich 1y mau can thiét.
Tuan theo SOP cho phwong phap dém té bao dwoc phé duyét & phong thi nghiém xur ly dé
xac dinh ndng do té bao x 108/mL.
Luu y: Cac té bao & 103/uL = cac té bao & 108/mL.
Luwu y: C6 thé chay dém tw déng 1 Ian. Néu dém thu cong thi phai dém it nhat bén goc vudng
I&n (1Tmm?2).
Tinh tng s6 t& bao theo coéng thirc sau:
T=CxV
T =Téng sb té bao
C = Ndng dé (108/mL) dwoc xac dinh trong phwong phap dém
V = Thé tich tai nhii twong d& dém ctia WDR theo mL
Tinh hiéu suét té bao trong cac té bao/mL mau toan phan kha dung theo coéng thirc dwdi day.
Hiéu suét Té bao (10%mL) = T / Thé tich Mau Toan phén Kha dung
Lwu y: Tinh hiéu suét té bao vi muc dich chat lwgng. Tham khdo Muc 16 Kiém tra chat lwong
cho gi&i han dw kién cta hiéu suét t& bao va cach xt ly I6i.

15.4. Tinh thé tich tai nhi twong cubi cung

15.4.1.

15.4.2.

15.4.3.

Tinh thé tich tai nhii twong CPS dong lanh bat budc bang cach hoan tat nhivng buéc dwéi day
cho nong dd té bao cudi cung theo muc tiéu.
Luwu y: Nong do té bao cubi cung theo muc tiéu khac nhau tuy theo mang luéi va giao thire xt
ly. Tham khao giao thirc xt ly hodc SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xt ly dé biét thong tin
vé nong do té bao cudi cung muc tiéu.
Tinh thé tich tai nhi twong CPS déng lanh wéc tinh (V1) bat budc bang cach dung néng do té
bao cudi cung theo muc tiéu.

V1 = (T/N1) X V2

T =Téng sb té bao

N1 = Néng d6 té bao cudi cing muc tiéu

V2 = thé tich phan chia cudi cung theo mL
Lam tron V1 xudng sb nguyén gan nhat (1) mL dé xac dinh Vs
Tinh s6 t& bao thwc t&/6ng (N2) bang cach s dung thé tich tai nhi twong CPS doéng lanh (V7)
thwe té dwoc xac dinh trong tinh toan truwvdc do.

N2 = (T/ Vi) x V2

N2 = S té bao thwc t&/bng

T = Téng sb té bao

V2 = thé tich phan chia cudi cung theo mL (1mL tri khi c6 quy dinh khéac trong tai liéu

cu thé theo giao thurc).

15.5. Dan nhan

15.5.1.

15.5.2.

Hoan tat in &n, kiém tra chat lwong va dan nhan éng gilr lanh trwde khi ly tam 1an cubi.
Lwu y: Diéu quan trong |a phai gidm thiéu thdi gian t& bao nam trong hat.
Tao nhan cho éng déng lanh t& bao bang LDMS.

15.5.2.1. Tuan theo thyc hanh phong thi nghiém clia mang lwéi dé hoan tat viéc nhap dir liéu.
15.5.2.2. Chirng thuc tirng loai nhan dng déng lanh té bao dé biét sai s6 nhap di liéu so vé&i yéu

cau ctia phong thi nghiém va bang quy trinh x& ly TRUGC khi dan nhan éng déng lanh.
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15.5.2.3. Dung mét thwdng kiém tra bd cuc va chat lwong in ciia ma vach trén nhan va khu vuc in.
15.5.2.4. Piéu chinh néu nhap sai di liéu trong LDMS va in lai nhan néu can.

15.5.3. Dan nhan lén éng sao cho thiy dwgc ham lwong trong éng.

15.5.4. Quét cac 6ng déng lanh da dan nhan, réng theo thir tw GSID lién tiép vao mé dun lwu tri
LDMS dé bao dam ma vach cé thé quét duoc; viéc xac minh kha ndng quét va chi dinh vi tri
Iwu trlr dwoc két hop & budc nay.

Luwu y: Nén st dung gia dwng dng nhan hiéu Nunc déng/mé éng bang mét tay. Khéng duoc
dat nap ong déng lanh trén bat ky bé mat nao.
15.6. Ly tam Lan cudi
Luu y: Néu céac té bao duwoc dong lanh dwéi dang Hat PBMC khong séng duoc (PEL) va dang cac té
bao sbng dugrc, thi loai bé thé tich PBMC can dé tao ra cac hat té bao khéng séng dwoc trwdc budc
ly tam cudi cung va hoan tat xt ly cac hat t& bao khong sdng dwoc réi lam theo huéng dan cu thé
theo giao thirc xt ly cho cac hat PBMC khoéng séng duorc.

15.6.1. QS (téng thé tich nhii twong té bao 1én) dén 45mL bang WDR va cho (cac) 6ng hinh nén chira
cac té bao da lay va pha loang trong may ly tdm.

15.6.2. Ly tm céc té bao pha lodng & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-25°C (hodc dén 30°C,
tuy theo dieu kién khi hau) tuy chon ham.

15.6.3. Xac minh cac éng déng lanh da dwoc dan nhan va tiép can dé dang.

15.6.4. Chon ngan déng lanh diéu téc: StrataCooler®, Mr. Frosty™, CoolCell®. Dan nhan (cac) ngan
dong lanh thich hgp dé nhan vién phong thi nghiém xac dinh ham lwgng. Bao ddm ngan nay &
dung nhiét d6 dé st dung tai thoi diém dat 6ng va tiép can dé dang ngay truwée khi lay ra
nhirng hat t& bao cudi cung khéi may ly tam. Xem muc 7.5 dé biét thong tin v& lwu trir va
bao quan.

15.7. Chia nhé dé bao quan lanh

Luu y: Phai thue hién nhanh cac buéc sau dé ddm bao tinh toan ven cla té bao.

15.7.1. LAy ra va loai bd chét phia trén WDR mét cach can than ma khoéng lam x&o tron cac hat té bao
bang cach rét nhanh vao céc thung chiva chét thai Idng quy dinh trong BSC. C6 thé sir dung
cac phuong phap khac nhw thai bé bang pipet huyét thanh hodc bang cach huat cho cac hat
Idng 180 ho&c chira mét lwgng 16N hdng cau.

15.7.2. Tai nhii twong (céc) hat béng thé tich CPS lanh (V;) da dwoc xac dinh trong muc 15.4.

Lwu y: Lam lanh truwéc cac dng va/hodc siv dung da lanh &m.

Lwu y cho HVTN: Khéng wu tién lam lanh lai cac 6ng déng lanh va sr dung da lanh 4m va phai
dwoc Trung tam Phong thi nghiém HVTN phé duyét trwde khi st dung véi cac mau clia mang
lwéi HVTN.
15.7.2.1. Tai nhil twong nhe nhang hat té bao trwéc khi thém CPS bang cach gé nhe vao éng,
sap xép 6ng hoéc hut pipet.
15.7.2.2. HVTN khuyén cdo tai nhii twong hat bang cung thé tich do dwoc/theo ddu dwoc clia CPS
dwoc ding trong cac budc trwde dé tai nhi twong hat. Dirng quén triy thé tich nay khdi
téng thé tich CPS cubi ciing can thém vao néu tdng thé tich tai nhi twong CPS cudi cuing
I&n hon thé tich dwoc str dung dé tai nhii twong hat.
15.7.2.3. Thém nhe nhang CPS vao céac té bao da tai nhii twong bang cach khuy lién tuc.
15.7.3. Thuc hién nhanh sau khi da thém CPS vao. Khéng dé cac té bao trong dung dich déng lanh
lau hon 10 phut triwée khi cho vao ti doéng lanh.
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15.7.4. Tron nhii twong nhe nhang va nhanh bang pipet huyét thanh trwdc khi chia nhd. Duy tri nhii

twong nay subt qua trinh dat éng.
15.7.4.1. Chia nhé 1mL trén mdi dng déng lanh, trir khi cé hwéng dan khac ctia SPLI/LPC/LM cu
thé theo giao thirc xt ly.
Luu y: Phan bd déu lwong thé tich thira vao tat ca 6ng dong lanh cho PTID d6.
15.8. Bong lanh co kiém soat téc do qua dém

15.8.1. Sau khi x& ly va dém, hay hoan tat cac budc bat budc dé dong lanh t& bao ngay 1ap tirc.

15.8.2. D&t may dong lanh diéu téc da chon loc dé chuyén: Agilent Technologies StrataCooler®,
Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell®. Xem Muc 7.5 dé biét thong tin v& lwu trir va
bao quan.

15.8.3. Chuyén ngay tat ca cac 6ng dong lanh theo thi tw ID mau chung theo chudi vao may déng
lanh cé kiém soat téc do.
Déi v&i tat cd CRFU, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® va Agilent Technologies
StrataCooler®, hay déng binh chira va cho vao ti déng lanh -80°C (-65°C dén -95°C cho
ACTG, -70°C dén -95°C cho HVTN va HPTN) & vi tri khéng bi xao trén do s dung ti déng
lanh nhiéu Ian (ttrc 1a cach xa phia trwéc hodc trén dau ti déng lanh gan clra m&/nap).
Khong xép chdng 1én nhau. Nén dé tat cd CRFU & trong td déng lanh qua dém.
DPéi v&i CryoMed® hodc cac ti dong lanh diéu téc co hoc khéac, thi bat dau chwong trinh [am
lanh theo SOP tai ch thich hop. (Lwu y cho HVTN: Khéng dwoc dung ta déng lanh diéu téc
cho cac mau HVTN).

15.8.4. Ghi lai ngay/gi& lam dbng lanh ngay trén bang quy trinh xt& ly PBMC. Nhap ngay/gi& dong lanh
da ghi trén bang quy trinh x( ly vao LDMS.

15.9. Ghi lai tAt ca cac yéu t6 chinh theo yéu cau ctia mang lwéi va phong thi nghiém.

16.Kiém tra Chat lwong
16.1. Hiéu suat Té bao

Diéu quan trong la phai biét sy phuc hdi dy kién cho nhém nguwoi tham gia dworc tién hanh xi ly.
Hiéu suat té bao co thé la bo danh dau kiém soat chat lwong ndi bd cho méi 14n chay. Hiéu suét
ngoai gi¢i han dw kién cé thé cho thay 16i quy trinh, gidm chét lwgng thubc thir, 16i dém té bao hoac 16i
tinh toan.
Luu y: Dwéi day la nhivng khuyén cédo nham muc dich cung cap huéng dan dé gidp nhan dién nhirng
16i ky thuat n&ng trudc khi bdo quan lanh. Nhirng gia tri nay cé thé thay déi tuy theo chat chdng déng
mau da dung.
16.1.1. Hiéu suat Té bao Dy kién cho nhém ngui trwdng thanh:

Nhém Gi®i han Hiéu suat Té bao Bach cau
DPon nhan (té bao/mL)
Nguwoi tredng thanh (0,8-3,2) x 10°

16.1.2. Hiéu suat Té bao Ngoai dy kién
16.1.2.1. Néu hiéu suét t& bao nam ngoai gi¢i han dw kién, thi hay kiém tra so' d6 pha loang,
phép tinh toan, ky thuat xt ly (trén dic biét dé dd nhil twong dém té bao) va lich st PTID
néu sén co6 cho nhirng nguyén nhan ¢ thé.
16.1.2.2. Hiéu suét t& bao t&r ngudi tham gia séng chung véi HIV co thé th&p hon nhirtng ngudi
dwoec trinh bay trong bang trén.
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16.1.2.3. Néu nghi ng® c6 16i vé pha lodng hodc dém té bao thi hay pha lodng va dém lai.

16.1.3. Ghi lai tAt ca két qua va van dé xay ra trong khi xr ly va hanh déng theo yéu cau ctia mang
lwdi va phong thi nghiém. Xem Muc 5 dé biét chi tiét.
Luu y cho HVTN va HPTN: Ghi lai tt c& van dé va cach x(r ly vao Bang quy trinh X ly HVTN
PBMC cu thé theo giao thirc x(r ly, cadc muc LDMS cho phan chia nhé va trong muc nhan xét
hiéu suét t& bao ctia Chwong trinh Atlas HVTN PBMC néu can. Lién lac v&i Trung tam Phong
thi nghiém HVTN néu c6 quan ngai.

16.2. Kha nang sbng ctia Té bao

16.2.1. Kha nang séng ctia PBMC twoi phai 1a >95%.

16.2.2. Néu kha nang sbng ctia PBMC tuoi 1a <95%, thi hay kiém tra két qua v&i ngudi giam sat va
ghi lai theo yéu cau clia mang lwéi va phong thi nghiém.
Luu y: Néu cac mau dwoc chudn bj cho Chuong trinh Kiém tra Do Thanh thao Bao quén lanh
IQA PBMC, thi bat budc phai dém té bao sbng.

Bao quan PBMC (Tam th&i hodc Tai chd)

17.1. Duy tri chudi lanh trong tt ca cac bwéc chuyén dé tranh lam héng té bao.

Luu y cho HVTN: Giri m&u da lanh khé dén kho mau trung tam trong vong 1 tuan tir khi ldy mau, trr khi cé
hwéng dan khac ctia SPLI cu thé theo giao thire xt Iy HVTN (tan suét gtvi tuy thudc yéu cau dia
phwong va giao thire xt ly). Tiép tuc dén 17.2

Lwu y cho HPTN: Tuan theo hwéng dan duwgc cung cap theo Sé tay thuc hanh Phong thi nghiém cu thé
theo giao thirc xtr ly

Luu y cho ACTG: Glri mau d4 lanh kho trong vong 4 tuan ké tir ngay dong lanh tri khi cé huéng dan khac
trong LPC. Tiép tuc dén 17.2

17.2. Chuyén PBMC dén ti bdo quan tam thoi & nhiét do -80°C.

17.2.1.Chuyén 6ng déng lanh tir hé théng lam lanh diéu tbc dén noi bao quan dwoc chi dinh tir -65°C dén -

95°C cho ACTG, -70°C dén -95°C cho HVTN va HPTN.

17.2.2.Chuyén éng dong lanh sau it nhat 4 gi¢» dbi véi Nalgene® Mr. Frosty™ va Corning® CoolCell® va

qua dém ddi v&i StrataCooler® (nén bao quan qua dém cho tat cd CRFU theo bién phap thuwc hanh
tiéu chuan dé gidm thiéu rdi ro véi mau). Dbi véi CryoMed®, chuyén nhirng dng dong lanh khi hoan
tat chwong trinh nay dén ta déng lanh -80°C.

Luu y: Bét budc cho HVTN va HPTN, khuyén cao cho ACTG: Chi str dung khay chuyén da lanh kho
dwoc phép cho ti déng lanh diéu téc; phai str dung ti ddng lanh than cao lam lanh trwéc cho cac
hép lam lanh/bdo quéan PBMC. Xem Hwdng dan Chudi Lanh Mang lwdi Chéo (Muc 7, Quy trinh
Chuyén M3u) dé biét thém chi tiét. Bdo dam phai bao phu tat c& cac mat cla ti déng lanh éng git
lanh va ndp bang da lanh khd. Thwc hién nhanh va hiéu qua dé giam thiéu phoi nhiém éng git lanh
v&i nhiét d6 mdi trwdng.

Lwu y: Khéng bao quan trong ni to 16ng (LN2). Bao quan & -65°C dén -95°C cho ACTG, -70°C dén -95°C
cho HVTN va HPTN cho dén khi givi.

Lwu y: Lam lanh trwéc binh dwng da lanh kho va s&r dung may lam lanh than cao trong cac buwéc QC va
dong géi. Bao dam dé day binh dwng da lanh khd trwée khi niém phong.

17.2.3.Lién lac v&i nhan vién trung tam phong thi nghiém ctia mang ludi néu cac mau khdng dén noi trong
thoi gian bao quan tam thoi dwg'c mang lwéi phan bd. Trung tdm phong thi nghiém ctia mang lwéi
sé xac dinh xem liéu viéc chuyén di bdo quan va chuyén ché LN trong binh dwng LN2 cé thich hop
hay khong.
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17.3. Chuyén PBMC vao binh dewar LN hodc ti déng lanh co’ hoc -150°C.

Lwu y cho HVTN: Bao quan LN2 hoac str dung binh dewar LNz hoac ti déng lanh co hoc -150°C la

khéng dwoc phép dé bdo quan HVTN PBMC, triv nhirng trwérng ho'p dac biét. Cac phong thi nghiém

khéng dwoc chuyén mau tir ti déng lanh -80°C, trir khi dwoc hwéng dan theo HVTN LC.

17.3.1. Trong vong 72 gi® ké tir khi ddng lanh éng déng lanh trong hé thng tri lanh diéu tbc, hay
chuyén da lanh khé vao noi bao quan dwoc chi dinh trong hé théng bao quan LNz dewar
hoac -150°C.

17.3.2. Nhivng mau PBMC d& déng lanh con séng & pha hoi LN; 1a v6 thei han. KHONG chuyén mau
t LN2 hodc -150°C tré lai tG déng lanh -80°C trir khi dwo'c hwdng dan bdi nhan vién clia mang
lw&i hoac theo giao thire xiv ly.

17.3.3. Sau khi da bao quan méau trong LN,, tat ca nhirng 1an chuyén hoac gl di phai dwoc duy tri &
LN (<-140°C) va gi di trong binh dwng khé LN2 dwoc IATA phé duyét.
18.Hoan tat Tai liéu Xer ly

18.1. Bao dam phai ghi lai tat ca cac théng tin thich hop, theo thue hanh tai liéu tt, theo yéu ciu cla
mang lwéi va phong thi nghiém va bao dam tat ca cac phép tinh toan déu chinh xac. Xem Muc 5 dé
biét chi tiét.

18.2. Bao quan theo yéu cau cla phong thi nghiém, Bang Quy trinh Xt ly PBMC va moi tai liéu theo dbi
theo quy dinh ctda phong thi nghiém.
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19. Cac Dinh nghia va Tur viét tat

Thuét nglr binh nghia

ACTG Thuc day Diéu tri Lam sang Toan cau

Nhiét do Ly tam 15°C d&n 25°C hoac dén 30°C, tly theo didu kién khi hau

Vén cuc, R6 rang Hon % khdi mau toan phan bj vén cuc.

Vén cuc, Nhé Vén cuc nhé duoc ghi nhan sau khi x&r ly PBMC trong 6ng mau toan phan nhuwng
khéng théy trong frit 6ng tach mau sau khi ly tam.

CPS Dung dich Bao quan lanh

CSTFB Ong tach Té bao cé Mang ngan Frit

DGM M6éi trwdng Gradient Ty trong

FBS Huyét thanh Bao thai Bo

HBSS Dung dich Mudi Can bang Hank

Tén huyét Huyét twong hodc huyét thanh déi tr mau hdng sang dé do v& héng cau. Do tan
huyét theo thang do sau:
1+ Huyét twong hodc huyét thanh c6 mau tir hdng dén dd, co thé doc ré rang gidy
bao dat sau 6ng mau
2+ Huyét twong hodc huyét thanh c6 mau tir hdng dén dd, cé thé doc gidy bao
nhwng khéng sac nét
3+ Huyét twong hodc huyét thanh cé mau t» hdng sam dén da, gidy bao mo.
4+ Huyét twong hodc huyét thanh c6 mau dd sam, khéng thé doc gidy bao
Luu y: Cac té bao héng cau v& lam huyét twong hodc huyét thanh cé mau
nhwng chét lwong trong subt noi nhiém ban hdng cau lam huyét twong hoac
huyét thanh c6 chét lwong duc.

HI-FBS Huyét thanh Bao thai Bo Bt hoat bang Nhiét

HPTN Mang lwéi Nghién cliru Phong ngtra HIV

HVTN Mang lwéi Nghién ctru Vac xin HIV

Vang da M6t huyét twong nhuém xanh hodc cam cho thay cé bilirubin gia tang.

LDMS Ha théng Quan Iy D& liéu Phong thi nghiém

LM Sé tay Phong thi nghiém (HPTN)

LPC So dd Xt ly Phong thi nghiém (ACTG)

PBMC Té bao Don nhan Mau Ngoai bién

PBS Nwéc mubdi dém phosphate

PI Nha nghién ctru Chinh

PTID/PID Ma s6 Nhan dién Nguwdi tham gia

QS DU Lwong — thém dd lwong chat 16ng dé dat thé tich cu thé

Nhiét do Phong (RT) | 15°C d&n 25°C hoac dén 30°C, tiy theo didu kién khi hau

SPLI Hueng d&n Phong thi nghiém X Iy Mau (HVTN)

Thé tich méu toan phan| Thé tich mau toan phan do dwoc can xt ly thwc té (Thé tich mau toan phan kha

kha dung (UWBV) dung c6 thé khéng bang dung tich éng)

Bao quan & pha hoi Bao quan & pha hoi ni to 1dng (LN2) la khéng gian trong binh bao quan
trén chat 16ng LN, & day binh.

WDR Thuéc thr Pha lodng Rira (HBSS, PBS)
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Phu luc

21.1. Phu luc A: Bang quy trinh X ly PBMC Bét buéc cia HVTN
Luwu y: Phu luc A ciing ¢é sén dwéi dang co thé tai vé va chinh stra trén website cong cong tai dia chi
https://www.hanc.info/resources/sops-guidelines-resources/laboratory/cross-network-pbmc-
processing-sop.html

21.2. Phu luc B: Mau Sé ghi Thay ddi Nalgene® Mr. Frosty Isopropanol

21.3. Phu luc C: Khéc phuc sy ¢6: Phuc héi PBMC khi Khéng ¢ Bang (Lép) PBMC Xac dinh sau khi Ly
tam Gradient Ty trong

21.4. Phu luc D: Gop cac Lép Trung gian dé Cé lap PBMC Méi trudng Gradient Ty trong

21.5. Phu luc E: Hwéng ddn Nhanh PBMC SOP Mang lwéi Chéo—CSTFB

21.6. Phu luc F: Hwéng dan Nhanh PBMC SOP Mang luéi Chéo—Phwong phap Xép trén Thi cong

21.7. Phu luc G: Cac Thudc thtr Mau

21.8. Phu luc H: Lich st Stra doi
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Xt ly Mau PBMC
Quy trinh Van hanh Chuan

Phu luc A: Bang quy trinh X ly PBMC
Lwu y: Phai dién cac trwong trong bang quy trinh x& Iy nay bang but viét tha cong.

Phong thi nghiém X ly Mau:

Giao thire xtr ly:

ID nguwoi tham gia (PTID/PID): S6 Bubi kham:

Loai Bubi kham:

Ngay Thu thap: Gio Thu thap:

Ngay B&t dau X ly: Gid Bat dau X ly:

Nguwoi Xt ly
(Tén viét tat):

Cac Thudc thir Nha san xuét Lo Sb

Ngay Hét han

DMSO

FBS

WDR: HBSS hoac PBS
(khoanh tron mot)

Ong Téach Té bao (frit)

Mbi trwong Gradient Ty trong

Thé tich tinh bang mL (ghi [a X,Y)

Ngay Hét han

CPS DMSO FBS Jy 13 i@
CPS 1 ngay. ‘Iam viéc
(<18 gi®)
D liéu can Thu thap Trong khi Xt ly M&u

Loai ng mau (khoanh tron mét hodc ghi loai 6ng khac)

ACD /HEP /EDT
Khac:

Tinh trang mau (khoanh tron mét hodc nhiéu loai; nhan xét & mét sau néu can) SAT/HEM/CLT

Thé tich mau toan phan kha dung do dwgc (dén 0,1mL gan nhéat) mL
e s CSTFB/ xép trén /

Cho biét phwong phap x ly (khoanh tron mét) xép duoi

Phwong phap Dém: Cho biét tén thiét bi cu thé hodc dém tha cong (ghi vao phan bén phai)

Dém thé tich tai nhi twong HBSS (hodc WDR khac) (V) (ghi la X,Y) mL

Néng d6 trung binh sb té bao (C)

x 108 t& bao/mL

Téng s6 té bao (T)=CxV

106 t& bao

Tinh hiéu suét t& bao/mL mau toan phan
(Kiém tra QC) = (T/Thé tich Mau Toan phan Kha dung)

x 108 t& bao/mL

Tinh thé tich tai nhii twong CPS wéc lwong (V1)=(T/15x10° té bao/mL)(1mL)

mL

Tinh thé tich tai nhii twong CPS sau cung (V#), (V1 dwoc lam tron xubng (X,0) mL gan nhét)

mL

Tinh sb té bao thyc té trén méi 6ng
N2 = (T/V)) x V2; (V2=1 mL).

x 108 t& bao/bng

In va dan Nhan néi dung QC LDMS/ma vach (tén tat cta (nhirng) ngwdi thuc hién QC)

Ngay va Gi¢» Bong lanh (ngay thang nam/Gio:Phat) (Giéi thich trong phan nhan xét néu thoi
gian nay khéng trong vong 4 gio ké ti khi bat dau xa ly)

S6 Ong ddng lanh thyc té
Lwu y: Phai bang thé tich tai nhi twong CPS thuc té cho lwgng chia 1mL (V5).

Hoan tt cac muc LDMS con lai bao gdm tdng sé t& bao va thoi gian déng lanh (Tén tat)
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Phu luc A: Bang quy trinh X& ly PBMC Trang 2/2
Lwu y: Phai dién cac trwong trong bang quy trinh x& Iy nay bang but viét tha cong.

Phong thi nghiém X ly Mau:

PTID/PID:

Chuyén Ong d6ng lanh vao Hép Bao quén Poéng lanh

Nguwoi chuyén éng déng lanh vao hop bao quan mau do LDMS chi dinh

Ngay (ngaythangndm)/gid dwoc chuyén tir thiét bj ddng lanh diéu tc
qua hop bado quan. (Phai duy tri mau & -80°C trong khi chuyén)

Kiém tra Lan dau (Tén viét tdt/Ngay)

Kiém tra Lan cubi (Tén viét /Ngay)

Dém bang Hemacytometer

Tbng sb Té bao

Té bao Séng

Khéng Séng

Hinh vuéng #1 (t& bao/mm?)

Hinh vuéng #2 (t& bao/mm?2)

Hinh vuéng #3 (t& bao/mm?2)

Hinh vuéng #4 (t& bao/mm?2)

S té bao Trung binh theo Hinh vudng (t& bao/mm?)

Heé sb Pha loang PBMC (1:DF)

Hé sb Hemacytometer cho té bao/mL

10*

104

10

Noéng do6 sb té bao (C) = (Té bao Trung
binh/mm2)(DF)(104); dbi qua 108 té bao/mL

Khéng ap dung

x 108té bao/mL

Khdéng ap dung

% sbng =
(Té bao sbng 4 6 vudng/tdng té bao 4 & vudng) (100)

Khéng ap dung

Khéng ap dung

*Lyu y: Hé s6 Pha lodng (DF) = (phan té bao + phan chét 1dng pha loang)/phan té bao

Dém Té bao Tw dong
(103/mlI=108/mL) Sb #1

S Té bao (C) la sb té bao x108/mL

Hé s6 Pha loang PBMC (1:DF**)

Ndng doé Té bao = (C)(DF)

x 106té& bao/mL

% sbéng (néu cd)

**| yu y: Pha lodng cho may dém tw dong la cuc ky hiém. Néu tién hanh dém truc tiép thi nhap 1 trong 6 DF va

dién cot nay.

Khong ghi nhan xét, do léch giao thirc xt ly va thdng tin bé sung trong bang quy trinh xt& ly nay:
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Phu luc B: Mau Sé ghi Thay d6i Nalgene® Mr. Frosty™ Isopropanol
Lwu y: Phai thay Isopropanol méi 5 dot déng lanh/gidi déng.

Isopropanol o Isopropanol o
Ngay thay déi | Tén viét tat Ngay thay d6i | Tén viét tat
Str dung (C6/Khéng) Str dung (C6/Khdng)
Nguwoi Kiém tra: Ngay:
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Phu luc C: Khdc phuc sw ¢6: Phuc héi PBMC khi Khéng c6 Bang (Lép) PBMC Xdc
dinh sau khi Ly tam Gradient Ty trong

C.1. Théng tin co ban: Néu co sai sét trong qua trinh ly tdm gradient ty trong mau, thi do mai trwéng
gradient ty trong va huyét twong khéng sach va sé khong thé nhin thay Iép PBMC. Birng qua lo lang.
C6 thé phuc hdi PBMC tirng phan bang cac buwéc bd sung.
C.2 Nhan dién van dé:

C.2.1 Thao céac 6ng khéi may ty 1am va chuyén qua gia treo.

C.2.2Nhan dién xem tai sao khéng cé I&p PBMC trong sudt. Du¢i day a liét ké nhirng nguyén
nhan kha dt:

e Ong d3 bi roi hodc v&.
e Chét ham da bj bat lén.

e Tbc d6 ly tam qué cao. Kiém tra cai dat sb vong/phat (rpm) da dang cho quy trinh st
dung (CSTFB hoéc tach té bao bang gradient ty trong thi cdng) bang cach kiém tra bang
RCF/rpm cho réto. Mot s6 may ly tdm can cai dat trén may khép véi loai 6ng st dung.
Néu cai dat khéng dung thi may ly tam sé tinh sai téc do.

e May ly tdm bi ngrng do dién chap chon.

e Fritlac chd. (Trwéng hop nay thwéeng do tdc d6 ly tam qua cao, nhwng d6i khi cé éng bi
16i trong 16 nay).

e May ly tam khéng can bang.
e Ngudi hién ting cé lym phé bao, bach cau hodc hematocrit thap.
C.3 Trong sé nhirng nguyén nhan néi trén thi cé 5 nguyén nhan & phan dau la dé khac phuc

nhat. Néu nguyén nhan la do may ly tam khéng can bang thi xac dinh nguyén nhan gay
khéng can bang. Kiém tra nhw sau:

C.3.1Kiém tra xem cac 6ng cé can bang khéng.
C.3.2Kiém tra xem hop ly tdm cé can bang khéng.
C.3.3Kiém tra xem tay don va hop ly tam cé dwoc béi tron khéng

Lwu y: Néu nghi 1a do may ly tam thi st dung may khéc.

C.4Néu van dé da dwoc khac phuc thi hay ly tam lai mau nhw sau:
C.4.1 Céc Thubc thir:
e Mai trerong gradient ty trong
e Ongly tam hinh nén 50mL
e Pipet
C.4.2 Phuwong phap:

Lwu y: M6i trwdng gradient ty trong 1 méi triwdng dodc cho té bao, nén hay thye hién that hiéu qua
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C.4.2.1 Thém 15mL méi trwdng gradient ty trong vao dng 50 mL vé trung
(khdng phai CSTFB).

C.4.2.2 D& moi trwdng gradient ty trong 4m 1&n dén nhiét d6 phong (15°C-25°C hoadc dén
30°C, tuy theo diéu kién mai trwéng) trong khi thue hién véi mau nay.

C.4.2.3 Dbi véi mbi bng da tron, dan nhan dng 50mL tén PTID. S dung pipet lay cham réi
chét trong mau da tron ti qué trinh tach hoac CSTFB. (CSTFB frit thwéng lac chd).

C.4.2.4 Chuyén dén téi da 30mL mau da tron vao éng chira méi trudng gradient ty trong.
C.4.2.5 Lap lai nhw vay cho tat ca mau da tron.

C.4.2.6 Cho cac bng vao may ly tam, kiém tra dng xem cé can bang khéng.

C.4.2.7 Ly tam trong 30-40 phut & 400 x g v&i chét ham TAT & nhiét dd phong (15°C-25°C
hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau).

C.4.2.8 Phai nhin thAy mét Iop PBMC. (M6t sb té bao thuong bi mat, nén 16p nay co

thé méng).

C.4.2.9 Chuyén can than I&p PBMC nay vao 6ng ly tdm hinh nén 50mL da dan nhan PTID.
S& dung mét dng méi cho mdi dng méi trwdng gradient ty trong.

C.4.2.10 Dong lai ndp dng moéi trwdrng gradient ty trong.

C.4.2.11 Tré& lai Muc 15 giao thire xt ly chinh.

Lwu y: Trong Muc “Nhan xét va B léch Giao thirc xtr ly” cia Bang quy trinh Xt ly PBMC, hay ghi lai
chi tiét do léch khdi SOP (ttrc 1a cac bwdc tir “Phu luc C” dwoc dung dé phuc hdi PBMC do khéng c6
bang PBMC xac dinh sau khi ly tam gradient ty trong). Ngoai ra, hay ghi thoi gian ly tam lai dé wéc
lwong thoi gian cac té bao trong méi truwdng gradient ty trong.
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Phu luc D: Gép cdc Lép Trung gian dé Cé Iap PBMC Méi trwong Gradient Ty trong

C6 thé str dung quy trinh nay khi c6 1ap PBMC tr nhiéu éng mau cla cung két hop PTID-chat chéng
déng mau. Ciing c6 thé st dung quy trinh nay dé cling cb céac I&p trung gian dé gidm st dung thubc thir
va vat liéu tiéu hao, tdng hdi phuc va gidm nhiém ban.

L&p trung gian nay 1a mot phan clia mau chira bach cau (WBC) va tiéu cau va dién ra sau khi ly tam &
I&p tiép giap gitra huyét twong va Iép héng cau. Phan Ién WBC dwoc tim thay trong 16p trung gian nay
chi c6 mot lwong rat nhé (tdng sb <1 triéu) con lai trong goéi hdng cau sau khi lay I6p trung gian. Lép pha
trung gian nay dwoc |4y bang mot phan nhé huyét twong va héng cau (khoadng 1,5mL), rdi dwoc pha
loding trwdc khi chdng 1én mai trworng gradient dé tach lym phd bao.

Quy trinh:
D1. B&o dam la da hoan tat cac buwdc trong cac Muc 14.4.1 dén 14.4.2.
D2. Lytdm mau & 200 - 400 x g trong 10 phut.
D3. Lay huyét twong (va lwu trir cho khi can — xem Muc
14.3.4 -14.3.7) tr mbi 6ng trong khoang 5mm t I&p trung gian —
(rd rang trong da sb trweng hop, trir nhivng bénh nhan bi gidm
bach cau trung tinh/lympho bao néng).
D4.  Xac dinh dung tich va sb éng ly tdm hinh nén can thiét cho méi Huyét twong
két hop PTID-chét chéng dong mau. Khéng gdp mau tir T (55% téng Iwgng mau)
PTID-chat chéng déng mau khac. Téng quat:
Lop Trung gian
#— bach c@u & tiéu cau
(<1% tong lwvong mau)

e Lop trung gian tir 2 6ng lay mau 10mL c6 thé dwoc gop vao
éng ly tdm hinh nén 15mL.

e Cac 6ng trung gian tir khoang 6 6ng 14y mau 10mL c6 thé
dwoc gop vao ong ly tdm hinh nén 50mL.
D5.  Dan nhan cho mdi éng ly tam hinh nén bang PTID.
D6. Thém WDR vao méi éng ly tm hinh nén vé trung.

Hong cau
(45% tong lvong mau)

Dung tich Ong Ly tdm Hinh nén (mL) Thé tich WDR (mL)
15 3
50 10-15

D7.  Gitr éng gidm huyét thanh (lic nay cé chira mét lwgng nhd huyét twong thiva va cac té
bao két tu) & mot géc 30°.

D8. S dung mét pipet bang polypropylene, dung mét lan, éng rong, 2,5mL, vo trung dé lay 16p
trung gian. Hat I16p trung gian nay bang cach di chuyén xudng phan duéi ctia 6ng. Hat cham
rai huyét twong sau khi hat I&p trung gian bang cach “truot” xudng I&p hdng cau két tu
(khoang 1,5mL chét hat). Chuyén 16 trung gian nay vao éng chira WDR, rira sach pipet 2-3
lan bang WDR/nhii twong té bao.

D9. LAy va gop I6p trung gian tir (nhirng) dng con lai cho két hop PTID-chét cbng
doéng mau.

D10. QS WDR/nhii twong bdng WDR bd sung dén thé tich mong mudn bang cach thuwc hién
ky thuat tach té bao gradient ty trong. Tron nhe phan gop 1&p trung gian 3-4 1an
bang pipet.

D11. Tiép tuc tach té bao gradient ty trong & bwéc trong Muc 14.5. Trong phan 14.5,

“mau pha lodng” c6 nghia la “I&p trung gian pha loéng”.
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Phu luc E: Cdc Thuéc thir va Tiép liéu Mau

Lwu y: TAt ca cac thube thir phai dwoc mua dwdi dang vé triung va phai st dung k¥ thuat vé trung.

Thubc thir/Tiép liéu (Céac) Vidu Tuy chon/Bét budc

CSTFB kho ° éng tach Accuspin™ Tay chon (Lwu y cho HVTN:
e Ong tach Leucosep® Bat budc)

Ong tach té bao nap truwéc co e Accuspin™ System Tuy chon (Lwu y cho HVTN:

mang ngan frit (CSTFB) v&i Histopaque®-1077 Khéng dwoc dung khi chwa

Mai trwdng gradient ty dwoc mang lwdi phé duyét)

trong 1,077

Mbi trwdng Gradient Ty e Ficoll-Paque PLUS Tuy chon

trong 1,077 va PREMIUM

e Lymphoprep™
e MOdi trwong Tach Lymphocyte —

LSM ™
Dimethyl sulfoxide (DMSO), dé e Hybrimax, Sigma-Aldrich cat# B4t budc
nudi cay té bao D2650, khdéng chira endotoxin,

khéng chira hybridoma
e Hodc san phdm twong duwong
Huyét twong Bao thai Bo (FBS) ACTG va HPTN: Tham khao
thong tin vé cac 16 duwoc xac
nhan IQA hién hanh.
HVTN (va giao thirc xw ly
cu thé cia mang Iwéi chéo
véi HVTN): FBS duoc
HVTN phé duyét dwoc mang
lwéi cung cip cho cac phong
thi nghiém & dang dwoc bat
hoat bang nhiét; khong cé
noi ban va nhiéu FBS dugc
HVTN phé duyét d& mua
ngoai chudi/quy trinh cung

trng HVTN.
Ong déng lanh e Nunc CryoTubes™, c6 ren bén | Uu tién nhan hiéu Nunc/co ren
trong, éng béng polypropylene | bén trong bat budc cho toan
(PP) va ndp van #377267 mang lwoi.

e Greiner Cryotubes, c6 ren bén
trong, ndp vén bang vat ligu ty | Lwu ¥y cho HVTN: Nunc
nhién, bang polypropylene (PP), CryoTubes™ #377267 bat
day tron, chd viét ghi cha, budc cho cac giao thire xt ly
dé hinh sao, vo trung #122263 | cla mang lw6i HVTN. Moi

e Corning® 2mL, cé ren bén trong, | dung cu thay the deu phai
bang polypropylene, éng chiu dwoc HVTN phé duyét truéce
lanh, théng ding voi day tron | KNiphong thinghiém mua.
#430488

Trang 36/41



. hﬂnc Xt ly Mau PBMC
.o Quy trinh Van hanh Chuan

@ HIV/AIDS Network Coordination

Nhan chiu lanh e Cryo-Tags® va Cryo-Babies® Tuy chon
Brady B461 hoac B490

¢ Nhan chiju lanh Shamrock.

But 16ng e BuUt Long Fisherband* Tuy chon
#13-379

e But Phong thi nghiém/But 16ng
Phong thi nghiém Nalgene®
#6310/#6311

Phu luc F: Hwéng dan Nnanh PBMC SOP—CSTFB

Bat budc phai str dung Béng quy trinh X ly PBMC va LDMS cho toan mang luéi (xem Muc 5 dé biét chi
tiét). Trwdc khi s& dung hwéng dan nhanh nay, phai bao dam |a da kiém tra day di PBMC SOP dé biét cac
lwu y va chi tiét, hwéng dan cu thé cho mang lwéi.

Tham
khao
Céac bwéc SOP
1. Chuén bj va lam lanh CPS. 11.2
2. Chuan bi madu mau toan phan, thubc thir va tiép liéu. 13.2
3. Néu cac phan chia huyét twong phai tuan theo hwéng dan vé giao thirc xt ly: 13.3
a. Ly tdm mau toan phan & 200-400 x g trong 10 phut.
b. Danh diu tdng thé tich mau & mé&t khum réi chuyén huyét twong vao éng ly tam hinh nén
15 hodc 50mL, d& dan nhan dé xi ly thém (800-1200 x g trong 10 phut, hdm tuy chon)
c. Thém vira du lwgng WDR vao mau dé dwa vé thé tich mau toan phan ban dau, tréon nhe
nhang va tiép tuc x& ly PBMC.
4. Thém 5mL WDR vao méi CSTFB da dan nhan va 25mL WDR vao méi éng riva hinh nén 13.4
50mL twong (ng da dan nhan. (Lwu y: C6 thé thuc hién sém hon véi phan cai dat
[bworc 2]).

5. Chuyén 15-20mL (dwoc phép 12-22) mau vao CSTFB da dan nhan.

a. Theo dbi thé tich da do can than. Ghi lai UWBV do dwoc dén 0,1mL gan nhét.
6. Thém nwéc riva 6ng WDR va WDR sau cung vao CSTFB dén 30 mL

(WDR + Mé&u Toan phan).

7. Ly tam & 800-1000 x g trong 15 phut & 15°C-30°C v&i cai dat KHONG HAM/dat vé 0. 13.5
8. Kiém tra cac &ng dé tim cac van dé co thé xay ra.
9. LAy tirng l&p trung gian CSTFB vao 6ng ly tam hinh nén, 50mL, da dan nhan twong (ng,
nap trweéc 25mL WDR.
10. Thém WDR vao QS dé cé tdng thé tich 45mL va trén nhe nhang. 15.1

11. Rtra #1 — ly tam & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-30°C, ham tuy chon.
12. Kiém tra hat t& bao! Ghi lai nhirng quan sat ngoai duw kién.
13. LAy ra nhe nhang I6p trén ma khong lam xao tron hat té bao.

14. Tai nhii twong hat t& bao nay trong mét lwgng nhd WDR tao nhii twong té bao doéng nhét. 15.2
15. Két hop dén 4 nhii twong hat vao mét 6ng ly tdm hinh nén 50mL.

16. Cho nwéc rira 6ng WDR va WDR 45mL cubi cung vao éng té bao.

17. Rra #2 — Ly tdm & 200-400 x g trong 10 phat & 15°C-30°C, ham tuy chon.
18. Kiém tra hat t& bao! Ghi lai nhirng quan sat ngoai duw kién.

19. L4y ra nhe nhang I6p trén ma khong lam xao trén hat té bao.
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mang lwoi.

Tham
khao
Céac bwéce SOP
20. Tinh WDR d&m thé tich tai nh twong (V). 15.3
21. Két hop hat t& bao vao mét dng dung thé tich tai nhi twong WDR. Day la thé tich dwa trén
sb lwong té bao.
22. Pém va tinh téng sb té bao
23. Tinh hiéu suét té bao theo t& bao/mL hodc mau toan phan kha dung.
24. Tinh thé tich tai nhii twong CPS sau cung. Kiém tra cac sb tinh toan. 15.4
25. Hoan t4t in 4n, dan nhan va QC ng chju lanh TRU'GC khi ly tam 1an cudi. 15.5
26. Ly tam & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-30°C, ham tay chon. 15.6
27. Lay ra nhe nhang I&p trén ma khong lam xao trén hat té bao. 15.7
28. Tai nhii twong hat nhe nhang trong CPS lanh (V;) trong khi xoay éng dé phan phéi déu.
Chia déu té bao CPS.
29. Chuyén ngay (<10 phut tir lic cho CPS vao mau) tat ca dng chiu lanh vao ngan lam lanh 15.8
diéu téc va cho vao ta déng lanh.
30. Sau mét thoi gian thich hop, hay chuyén cac 6ng chiu lanh vao thiét bi bao quan tai ché va 17
gwri di theo thoi gian ma mang lwéi quy dinh.
31. Hoan tat kiém tra Bang quy trinh Xt ly PBMC va nhap d liéu theo hwdng dan cua 18.1
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Phu luc G: Hwéng dan Nhanh PBMC SOP—Xép trén Thi céng

Bat budc phai sir dung Bang quy trinh Xd&r ly PBMC va LDMS cho toan mang lwéi (xem Muc 5 dé biét
chi tiét). Trwée khi str dung hwéng dan nhanh nay, phai bdo dam |a da kiém tra day da PBMC SOP dé biét
cac lwu y va chi tiét, hwong dan cu thé cho mang lwdi.

Tham

khao
Céac Bwée (S6 lwong cho mau thé tich nhé hon dwoc in nghiéng). SOP
1. Chuan bj va lam lanh CPS. 11.2
2. Chuan bi mau mau toan phan, thudc thir va tiép liéu. 14.2
3. Néu cac phan chia huyét twong phai tuan theo hwéng dan vé giao thirc xa ly: 14.3

a. Ly tdm mau toan phan & 200-400 x g trong 10 phut.

b. Danh diu tbng thé tich mau & mat khum rdi chuyén huyét twong vao éng ly tam
hinh nén 15mL hodc 50mL dé xt ly thém (800-1200 x g trong 10 phut, hadm
tuy chon).

c. Thém vira du lwgng WDR vao mau dé dwa vé thé tich mau toan phan ban dau,
trén nhe nhang va tiép tuc xt&r ly PBMC.

4. Chuyén mau toan phan vao éng ly tam hinh nén 50mL (75mL), vé tring va pha 14.4
lodng bang WDR, néu can.

5. Xép trén can than va cham rai mau trén phan dau méi trwéng gradient ty trong.
(Phwong phap Xép dwdi la phwong phap thay thé da dwoc phé duyét, trir nhivng
giao thirc xtr ly cia HVTN).

6. Ly tam & 400-800 x g trong 15-30 phut, voi KHONG HAM/dat v& 0. 145

7. Kiém tra 6ng ly tam hinh nén dé tim van dé.

8. LAy tirng I&p trung gian vao éng ly tdm hinh nén, 50mL (15mL) twong &ng.

9. Cho WDR vao QS dén téng thé tich 45mL (10mL) va tron déu. 15.1

10. Rira #1 — ly tdm & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-30°C, ham tuy chon.

11. Kiém tra hat té bao!

12. LAy ra nhe nhang I&p trén ma khéng lam xao trén hat té bao.

13. Tai nhii twong hat té bao nay trong mét lwgng nhéd WDR tao nhii twong té bao 15.2
ddng nhét.

14. Két hop dén 4 nhil twong hat vao mét 6ng ly tm hinh nén 50mL (2 vao éng 15mL).

15. Cho nuwéc rira dng WDR va WDR sau cung dén 45mL (10mL) vao éng té bao.

16. Rtra #2 — Ly tam & 200-400 x g trong 10 phat & 15°C-30°C, ham tuy chon.

17. Kiém tra hat té bao!

18. LAy ra nhe nhang I&p trén ma khéng lam xao tron hat té bao.

19. Tinh WDR dém thé tich tai nhi twong (V). 15.3

20. Két hop hat té bao vao mét dng dung thé tich tai nhii twong WDR. Day la thé tich
dwa trén sb lwong té bao.

21. Dém va tinh téng sb té bao

22. Tinh hiéu suat té bao theo t& bao/mL hodc mau toan phan kha dung.

23. Tinh thé tich tai nhi twong CPS sau cung. Kiém tra cac sb tinh toan. 15.4
24. Hoan tat in 4n, dan nhan va QC ng chju lanh TRU'GC khi ly tam 1an cubi. 15.5
25. Ly tam & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-30°C, ham tay chon. 15.6
26. Lay ra nhe nhang I&p trén ma khdng lam xao trén hat té bao. 15.7

27. Tai nhil twong hat nhe nhang trong CPS lanh (V;) trong khi xoay éng dé phan phbi
déu. Nén lam viéc vai da lanh dm.
28. Chia déu té bao CPS.
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Céac Bwérc (S6 lwgng cho mau thé tich nhé hon dwoc in nghiéng). SOP

Tham
khao

29. Chuyén ngay (<10 phut tir lic cho CPS vao mau) tat ca dng chiu lanh vao ngén lam | 15.8
lanh diéu téc va cho vao ta déng lanh.

30. Sau mét thei gian thich hop, hdy chuyén cac 6ng chiu lanh vao thiét bi bdo quan tai | 17
chd va gwvi di theo thdi gian ma mang lwdi quy dinh.

31. Hoan tat kiém tra Bang quy trinh Xt ly PBMC va nhap di liéu theo hwéng dan cia | 18.1
mang lwoi.

Phu luc H: Lich str Stra déi toe Phién ban 6.0 dén 7.0

Phién ban Ngay

Hiéu lwc

(ngay/thang/nam) | (Cac) Muc Ban slra doi

7.0 Tt ca Thém logo HANC méi vao dau trang
19/8/2024 Tatca Lwoc bd phan tham khdo MTN

Tatca Lwoc bd phan tham khao IMPAACT

Tat ca Cap nhat toan dién tat ca cac muc cho phu hop véi hwéng dan, giao
thire xt ly va thwe hanh hién hanh.

Chép thuan Lwoc bé gidy phép MTN

Chép thuan Lwoc bé gidy phép IMPAACT

Chéap thuan Kathryn Dougherty da thay John Hural cap phép HVTN

8.1.5 Yéu cau vé 6ng chiu lanh cé ren bén trong cho bao quan PBMC

15.4 Phwong phap xép éng theo ACTG, HPTN va HVTN

6.0 Chép thuan Grace Aldrovandi da thay Bob Coombs cap phép HVTN. John Hural
26/4/2018 da thay Constance Ducar cap phép HVTN. Edward Livant da thay
Charlene Dezzutti cap phép MTN.

8.1.4 Chi thém céc yéu cau bb sung vao ngay 7/10/2016 cho cac phong
thi nghiém ACTG va IMPAACT. Ciing da thém cac yéu cau lién quan
dén 6ng chiu lanh bd sung cho toan mang lu6i.

18.2.1 D3 bb sung huwéng dan bd sung lién quan dén ti déng lanh da cai
nhiét dé.

Phy luc D “Phan I6n WBC...” dwoc doi thanh “Hau hét WBC...”

Phu luc G Théng tin bd sung vao muc Ong chju lanh lién quan dén viéc st
dung 6ng micro SARSTEDT Né&p van.

5.2 5.1.3 “Phong thi nghiém c6 thé st dung Bang quy trinh xi ly PBMC

22/9/2014 HVTN hodc stra dbi cho phi hop v&i quy trinh clia phong thi nghiém
dé.” @i thanh “Phong thi nghiém c6 thé s& dung Bang quy trinh xd»
ly PBMC HVTN, dwoc stra d6i dé tuan thi cac yéu cau twong (rng
cla mang lwdi va phu hop véi quy trinh ctia phong thi nghiém”.

5.1 51.3 Hwéng dan theo déi bang xt&r ly PBMC: Téng s6 té bao: “(tuy chon

30/7/2014 cho HVTN)” dwoc bd sung bén canh N

16.4.5 Ghi cht dwoc lwgc bd vi khéng ¢ frit trong cac 6ng hinh nén khi xép
trén hoac xép dwdi bang cach tha cong

16.4.6 Tham khdo Phuong phap Xép trén dwoc dbi thanh 16.4.6.1 va
Phwong phap Xép dwéi thanh 16.4.6.2
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18.1 Hwéng dan thoi gian bdo quan/chuyén bd sung cho HPTN,
IMPAACT va MTN.

14, 18.1, 18.3, “Ta déng lanh co hoc LN2/-150°C” d6i thanh “Tu déng lanh co hoc

18.3.1 LN2 dewar hoac -150°C”

18.3 Ngén ngi¥ don gian vé PBMC duwoc bdo quan trong ta déng lanh co
hoc LN2 dewar hoac -150°C va bé diéu “lau hon 4 tuan”.

18.3.1-18.3.2 Hwéng dan thdi gian chuyén bat budc tir “ngay lam viéc tiép theo”
ddi thanh “Trong vong 72 gi®”

18.3.1 “LN2/-150°C” dbi thanh “LN2 hodc -150°C”

22,242 Xoa tuy chon RPMI

Phuluc E, F Tham khdo Buéc 1 SOP dbi tiv “11.3” thanh “11.2”

Phu luc E Tham khao Buéc 31 SOP ddi tir “18 hodc 19” thanh “18”

Phu luc E Tham khao Budc 32 SOP ddi tir “19.2” thanh “19.1”

Phu luc E Cau Buwéc 32 dbi thanh “Hoan tat Bang quy trinh X&» PBMC theo
hwdng dan cta mang lwei”.

Phu luc F Cac budc 9-12: “16.1” dbi thanh “17.1”

Phu luc F Cac bwéc 13-18: “16.2” d6i thanh “17.2”

Phu luc F Cac buwéc 19-22: “16.3” d6i thanh “17.3”

Phu luc F Tham khao Buéc 30 SOP ddi tir “18 hodc 19” thanh “18”

Phu luc F Tham khdo Buéc 31 SOP ddi tir “19.2” thanh “19.1”

Phu luc F Cau Buwéc 31 dbi thanh “Hoan tat Bang quy trinh X&» PBMC theo
hwdng dan cta mang lwoi”.

5.0 Chép thuan Grace Aldrovandi thay Susan Fiscus dé Cap phép IMPAACT
01/5/2014 5.1.3 Hwéng dan Theo ddi Bang X ly PBMC: Hwéng dan: “L = Theo dbi

trong LDMS 4 viéc bat budc theo LDMS” dwoc dbi thanh “L= Trwdng
bat budc trong LDMS cho cac mau clia mang lwéi”

5.1.3 Hwéng dan theo déi bang x&r ly PBMC: “Sé Mau LDMS” ddi thanh
“ID M&u Chung LDMS”

51.3 Cac 6 t6 mau Xam (thé hién thdng tin khéng can thiét) duwoc doi
thanh mau den.

7.1.8 Bb sung HPTN va MTN

10.2 Lwoc bé bién phap thay cho viéc st dung RMPI 1am chét thay thé

14 Dinh dang céac thay ddi

18 va 19 Gop hwédng dan bao quan tam thoi va tai ché tlr hai muc thanh mét,
Muc 18.

19 Ngén ngir hoan tat tai liéu xt ly 13p lai trong Muc 18 va 19 duoc tach
ra thanh cac muc riéng.

Phu luc H Xoa céac thay déi vé lich str Phién ban khac, chi gil lai nhirng thay

dbi vé phién ban hién hanh thich hop véi tai liéu nay.

Trang 41/41




	1. Mục đích
	1.1. Quy trình Vận hành Chuẩn (SOP) này trình bày quy trình cô lập và bảo quản lạnh những Tế bào Bạch cầu Đơn nhân Máu Ngoại biên (PBMC) từ máu toàn phần.
	2. Phạm vi áp dụng
	2.1. Đây là quy trình xử lý mẫu máu để cô lập, bảo quản lạnh và bảo quản các mẫu PBMC.
	2.2. Ưu tiên sử dụng hướng dẫn cụ thể theo giao thức xử lý của mạng lưới thay cho các quy trình trong SOP này.
	3. Thông tin cơ bản
	3.1. PBMC mới thu thập và đông lạnh sẽ được sử dụng để đánh giá các đối tượng nghiên cứu. Những nghiệm pháp này yêu cầu PBMC phải được cô lập và đông lạnh dưới những điều kiện xác định và nghiêm ngặt để đảm bảo khả năng khôi phục, khả năng sống và chứ...
	4. Quyền hạn và Trách nhiệm
	4.1. Các Giám đốc Trung tâm Phòng thí nghiệm của Mạng lưới/Nhà nghiên cứu Chính (hoặc người được phân công) có quyền thiết lập, kiểm tra và cập nhật quy trình này.
	4.2. Văn phòng Điều phối HIV/AIDS Mạng lưới (HANC) chịu trách nhiệm duy trì và kiểm soát tài liệu SOP.
	4.3. Giám đốc Phòng thí nghiệm Xử lý chịu trách nhiệm duy trì và kiểm soát HANC SOP này và bảo đảm tất cả nhân viên thích hợp đều đã được tập huấn.
	4.4. Tất cả nhân viên của địa điểm và phòng thí nghiệm liên quan đến việc thu thập, xử lý và/hoặc quản lý PBMC đều phải đọc và hiểu SOP này trước khi thực hiện những quy trình được mô tả.
	4.5. HANC PBMC SOP hiện hành phải được tất cả các phòng thí nghiệm sử dụng như đã nêu để lấy PBMC cho các Giao thức xử lý của Mạng lưới.
	5. Báo cáo Kết quả
	5.1. Phải sử dụng Bảng quy trình Xử lý PBMC và Hệ thống Quản lý Dữ liệu Phòng thí nghiệm (LDMS) cho toàn bộ mạng lưới để theo dõi những chi tiết xử lý then chốt, bao gồm thời gian xử lý, phép tính toán và lập hồ sơ những vấn đề nảy sinh trong quá trìn...
	5.2. Phải sử dụng toàn bộ Bảng quy trình Xử lý PBMC cụ thể theo giao thức xử lý, trừ khi có quy định khác trong Hướng dẫn Phòng thí nghiệm Xử lý Mẫu (SPLI) theo giao thức xử lý, Biểu đồ Xử lý Phòng thí nghiệm (LPC) hoặc Sổ tay Phòng thí nghiệm (LM). T...
	5.3. Phải sử dụng LDMS để biết rõ thông tin người tham gia và thông tin xử lý, phát sinh những yếu tố nhận diện duy nhất, dán nhãn ống đông lạnh tế bào, vị trí bảo quản và lập danh sách gửi hàng.
	5.4. Những yếu tố chính cần thiết để theo dõi quy trình xử lý PBMC gồm:
	6. Mẫu
	6.1. Máu tươi toàn phần chống đông được thu thập theo các yêu cầu của giao thức xử lý.
	6.2. Điều kiện Xử lý
	6.2.1. Bảo quản mẫu ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc tối đa đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) từ lúc thu thập cho đến lúc giao cho phòng thí nghiệm xử lý.
	6.2.2. Nên giao mẫu cho phòng thí nghiệm xử lý sớm nhất có thể (theo phương pháp thực hành tốt nhất thì nên giao trong vòng 30 phút đến 4 giờ kể từ khi lấy mẫu) để phòng thí nghiệm xử lý có đủ thời gian để hoàn tất quy trình bảo quản lạnh. Bệnh viện n...
	6.2.3. Phòng thí nghiệm nên xử lý các mẫu sớm nhất có thể kể từ lúc nhận (theo phương pháp thực hành tốt nhất thì nên bắt đầu xử lý trong vòng 30 phút kể từ khi nhận mẫu):
	6.2.4. Không để máu toàn phần trong tủ lạnh hoặc làm đông lạnh. Không cho máu tiếp xúc trực tiếp với gói lạnh nếu quý vị đang sử dụng máu trong điều kiện rất nóng.
	6.3. Các Mẫu Biên tế
	6.3.1. Các Mẫu vón cục
	6.3.1.1. Nên xử lý tất cả máu bất kể bị vón cục, trừ khi có chỉ dẫn khác trong giao thức xử lý.
	6.3.1.2. Bỏ (những) cục máu đông và xử lý như bình thường.
	6.3.1.3. Đánh dấu điều kiện là CLT trên bảng quy trình và trong LDMS. Ghi các chi tiết trong mục nhận xét của bảng quy trình xử lý.
	6.3.2. Các mẫu tán huyết
	6.3.2.1. Sự tán huyết có thể ảnh hưởng đến chất lượng của PBMC.
	6.3.2.2. Xử lý như bình thường.
	6.3.2.3. Đánh dấu điều kiện là HEM trên bảng quy trình và trong LDMS. Ghi các chi tiết trong mục nhận xét của bảng quy trình xử lý.
	6.3.3. Hiệu suất tế bào thấp
	6.3.3.1. Nếu hiệu suất tế bào không đủ đạt yêu cầu theo giao thức xử lý thì liên lạc với bệnh viện để lấy mẫu có thể thay thế. Nếu hiệu suất tế bào ≤0,4 x 106 tế bào/mL thì hãy liên lạc với bệnh viện để lấy mẫu có thể thay thế và thông báo cho trung t...
	6.3.3.2. Nắm rõ các bước xử lý sự cố hoặc xác minh dữ liệu đã dùng trong mục nhận xét của bảng quy trình xử lý.
	6.4. Những mẫu Không đạt tiêu chuẩn
	6.4.1. Những mẫu không dán nhãn hoặc mất nhãn sẽ bị bỏ đi.
	6.4.2. Tuân theo hướng dẫn của mạng lưới về việc loại bỏ mẫu chậm.
	6.4.3. Những mẫu bị rò rỉ: Thông báo cho bệnh viện bất kỳ mẫu nào bị rò rỉ và xác định xem các mẫu này có sử dụng được không. Cần chú trọng đến tính vô trùng của mẫu và an toàn của nhân viên phòng thí nghiệm thao tác trên mẫu.
	7. Trang thiết bị
	7.1. Chuẩn bị & Xử lý
	7.1.1. Buồng an toàn sinh học Loại II (BSC) mức 2 trở lên
	7.1.2. Ly tâm, tốc độ thấp (khả năng 200-1000 x g), có rôto quay góc nghiêng tự do, ưu tiên loại có khả năng làm lạnh, có thể hoạt động ở nhiệt độ môi trường. Ống ly tâm phải có nắp/nút.
	7.1.3. Micropipette, trong dãy 20, 200, 1000µL
	7.1.4. Trợ hút Pipet (ưu tiên loại không dây) để sử dụng cho huyết thanh, dùng một lần
	7.1.5. Tủ lạnh 2 C-8 C
	7.1.6. Tủ đông lạnh -20 C (trở xuống) không giải đông tự động (để bảo quản FBS)
	7.1.7. Tủ đông lạnh -80 C (-65 C đến -95 C cho ACTG, -70 C đến -95 C cho HVTN và HPTN); để bảo quản PBMC ngắn hạn.
	7.1.8. Nồi cách thủy 37 C đến 56 C (để làm nóng FBS bất hoạt, nếu cần) (Lưu ý cho HVTN: Không bắt buộc cho các giao thức xử lý HVTN; FBS được HVTN phê duyệt được các mạng lưới cung cấp cho các phòng thí nghiệm dưới dạng bất hoạt bằng nhiệt).
	7.1.9. Chai hoặc cốc đo cho thuốc tẩy hoặc các chất khử trùng khác
	7.1.10. Giá đựng ống thích hợp để giữ các ống lấy máu, các ống hình nón 15mL và 50mL đứng thẳng trong toàn bộ các bước xử lý và vận chuyển
	7.1.11. Giá treo ống đông lạnh tế bào cho phép mở/đóng ống bằng một tay trong các bước chia đều mẫu (ưu tiên giá treo ống nhãn hiệu Nunc chuyên dụng)
	7.2. Các thiết bị cần LDMS. (Tham khảo trang web LDMS và các yêu cầu cụ thể của mạng lưới để biết chi tiết).
	7.2.1. Máy tính đạt tiêu chuẩn theo xác định của Frontier Science cho Web LDMS
	7.2.2. Máy in để in nhãn LDMS
	7.2.3. Máy quét mã 2D
	7.2.4. Nhãn tương hợp LN2 với diện tích in 1x1 inch
	7.2.5. Băng mực in tương hợp LN2, chuyên dùng cho máy in, chống ma sát và hóa chất
	7.3. Thiết bị Ni-tơ Lỏng (LN2) (nếu cần theo yêu cầu của mạng lưới)
	7.3.1. Bồn trữ LN2 (≤ -140 C)
	7.3.2. Bình đựng khô được LN2 IATA phê duyệt
	7.4. Đếm Tế bào:
	Lưu ý: Các phương pháp đếm có thể cần được mạng lưới phê duyệt. Tuân theo những quy trình định chuẩn của nhà sản xuất hiện hành nếu sử dụng máy đếm tế bào tự động.
	7.4.1. Máy đếm tế bào tự động có khả năng đếm các tế bào còn sống (Beckman-Coulter Vi-Cell, Muse® hoặc tương đương). HVTN thường không phê duyệt loại máy đếm tế bào này cho các mẫu tươi.
	7.4.2. Máy đếm tế bào tự động không có khả năng phân biệt các tế bào còn sống (Coulter Counter, Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® hoặc tương đương).
	7.4.3. Phòng đếm tế bào thủ công (máy đếm tế bào máu) và kính hiển vi trường ánh sáng.
	7.5. Bảo quản lạnh
	7.5.1. Bộ phận Bảo quản Lạnh Agilent Technologies StrataCooler® – 400005
	7.5.1.1. StrataCooler® phải ở từ 2 C-8 C trước khi bắt đầu làm mát những ống đông lạnh này. Không cho ống đông lạnh vào StrataCooler® dưới nhiệt độ khởi động 2 C.
	7.5.2. Corning® (trước đây là BioCision®) CoolCell®
	7.5.2.1. Bảo đảm tất cả các bộ phận của CoolCell®, bao gồm vòng trung tâm được đưa về nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) giữa các lần sử dụng.
	7.5.3. Bình chứa đông lạnh Nalgene® Mr. Frosty™, 1 C/phút
	7.5.3.1. Cần bảo quản Mr. Frosty™ ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) giữa những lần sử dụng.
	7.5.3.2. Hàm lượng isopropanol phải chính xác và phải thay thế hoàn toàn isopropanol sau đợt đông lạnh-giải đông lần thứ năm. Phải có một sổ ghi chép để theo dõi các đợt đông lạnh-giải đông và thay thuốc thử. Xem Phụ lục B.
	7.5.4. Tủ đông lạnh điều tốc, như Tủ Đông lạnh CryoMed® (Gordinier). (Lưu ý cho HVTN: Không được dùng tủ đông lạnh điều tốc cho các mẫu HVTN).
	8. Vật dụng dùng một lần
	8.1. Nhựa
	8.1.1. Các pipet huyết thanh, dùng một lần, 1, 5, 10, 25, 50mL, vô trùng
	8.1.2. Đầu micropipette, 20, 100, 200, 1000µL, vô trùng
	8.1.3. Các ống ly tâm dùng một lần, 15mL và 50mL, vô trùng, đáy hình nón, có vạch chia, bằng polypropylene.
	8.1.4. Các ống tách tế bào 50 mL có màng ngăn frit (CSTFB), khô (không mua dưới dạng nạp sẵn môi trường tách tế bào).
	8.1.4.1. Bắt buộc để xử lý HVTN. Kiểm tra LPC/SPLI/LM về những yêu cầu cụ thể theo giao thức xử lý cho tất cả các mạng lưới.
	8.1.5. Các ống trữ lạnh có ren bên trong, 1,8mL - 2mL, có nắp vặn vòng chữ “O”, vô trùng, chỉ bằng polypropylene, tự đứng, có vạch chia, chống rò, định dạng bảo quản LN2 pha hơi (khoảng -140 C). Xác nhận khả năng chấp nhận bất kỳ vật thay thế nào cho ...
	8.1.6. Tùy chọn: Các chai/bình hình nón vô trùng, dùng một lần, cổ 45mm, 250 - 500 mL để đựng thể tích máu lớn rút trước khi tách PBMC.
	8.1.7. Tùy chọn: Các pipet chuyển có bao nhựa riêng, 5mL vô trùng
	8.1.8. Tùy chọn: Các ống tách tế bào 50mL nạp sẵn có màng ngăn frit (CSTFB).
	8.2. Bút lông
	8.3. Nhãn
	9. Trang thiết bị Bảo hộ Cá nhân
	9.1. Áo khoác phòng thí nghiệm
	9.2. Bảo vệ mắt
	9.3. Găng tay không bột, nitrile hoặc chất tương tự
	9.4. Găng chịu lạnh
	9.5. Mặt nạ (có nắp bao cằm nếu muốn hoặc bắt buộc theo các quy định an toàn sinh học của địa phương), bắt buộc khi làm việc với LN2.
	10. Các Thuốc thử
	10.1. Bắt buộc phải mua những thuốc thử vô trùng và sử dụng kỹ thuật vô trùng.
	10.1.1. Bảo quản các chai đã mở ở nhiệt độ theo khuyến cáo của nhà sản xuất cho đến khi hết hẳn, được hướng dẫn thải bỏ dưới đây hoặc cho đến khi hết hạn dùng của nhà sản xuất tùy theo điều kiện nào đến trước.
	10.1.2. Xem Phụ lục E cho các sản phẩm khuyến cáo.
	10.1.3. Bỏ đi nếu có dấu hiệu nhiễm bẩn, như xuất hiện vẩn đục.
	10.2. Các chất Pha loãng Rửa (WDR)
	10.2.1. 1X Dung dịch Muối Cân bằng Hanks (HBSS), không có calci và magiê, pha sẵn
	10.2.2. 1X Dung dịch Muối Đệm Phosphate (PBS), không có calci và magiê, pha sẵn.
	10.3. Môi trường Gradient Tỷ trọng (tỷ trọng 1,077 g/mL)
	10.3.1. Môi trường vô trùng pha sẵn để cô lập số lượng lớn lym phô bào người từ máu ngoại biên
	10.3.2. Xem Phụ lục E cho các sản phẩm khuyến cáo
	10.4. Ống Tách Tế bào có Màng ngăn Frit (CSTFB, nếu sử dụng). Bắt buộc cho HVTN trừ khi có ghi chú khác về SPLI/LPC/LM cụ thể theo giao thức xử lý.
	10.4.1. Hệ thống CSTFB không nạp sẵn (kết hợp CSTFB khô với môi trường gradient tỷ trọng 1,077)
	10.4.1.1. Đưa môi trường gradient tỷ trọng (DGM) về nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu). Bảo vệ tránh ánh sáng.
	10.4.1.2. Làm việc với BSC theo kỹ thuật vô trùng
	10.4.1.3. Ghi lại thông tin CSTFB và DGM liên quan trực tiếp từ bao bì hoặc chai sử dụng trên bảng quy trình PBMC. CSTFB chuẩn bị trước phải có nhãn bao gồm tất cả các thông tin bắt buộc, ngày chuẩn bị và tên tắt của người chuẩn bị các ống nghiệm này.
	10.4.1.4. Chuẩn bị các ống nghiệm bằng cách dùng pipet hút thể tích DGM thích hợp cho ống nghiệm CSTFB được sử dụng (như được ghi chú dưới đây).
	10.4.1.5. Đậy nắp CSTFB có thêm DGM và ly tâm ở tốc độ 800 x g trong 30 giây (hoặc đặt thời gian ít nhất trên 30 giây) ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu).
	10.4.1.6. DGM phải nằm dưới màng ngăn frit. Kiểm tra các ống xem có khoảng hở hoặc bóng khí lớn giữa lớp DGM và màng ngăn frit hoặc DGM còn lại trên frit hay không.
	10.4.1.7. Nếu có những khoảng hở hoặc bóng lớn dưới frit, thì thêm môi trường, ly tâm CSTFB lại ở tốc độ 800-1000 x g trong 30 giây đến 1 phút (chọn cài đặt ly tâm nhỏ nhất) và kiểm tra lại.
	10.4.1.8. Nếu có chất lỏng (DGM) trên frit thì ly tâm CSTFB lại ở tốc độ 800-1000 x g trong 30 giây đến 1 phút (chọn cài đặt ly tâm nhỏ nhất). Nếu có bất kỳ dung dịch gradient tỷ trọng nào còn lại trên frit sau khi ly tâm lại thì hãy bỏ đi theo kỹ thu...
	10.4.1.9. Tuân theo khuyến cáo bảo quản môi trường gradient tỷ trọng của nhà sản xuất.
	10.4.2. CSTFB nạp sẵn (môi trường gradient tỷ trọng 1,077)
	10.5. Đông lạnh Thuốc thử
	10.5.1. Cần làm bất hoạt bằng nhiệt huyết thanh Bào thai Bò (FBS). (Xem Mục 11.1 FBS Làm bất hoạt bằng nhiệt để biết chi tiết xử lý và quản lý).
	10.5.1.1. Tham vấn (các) mạng lưới hiện hành để biết những nơi bán ưu tiên.
	10.5.1.2. Nhận phiếu kiểm nghiệm từ nơi bán để lưu hồ sơ kiểm soát chất lượng của phòng thí nghiệm địa phương.
	Lưu ý: Có thể phải có bản phiếu kiểm nghiệm FBS để xuất khẩu (hoặc nhập khẩu) mẫu phân tích PBMC giữa các quốc gia.
	10.5.1.3. Có thể sử dụng FBS được đông lạnh để bảo quản (≤ -20 C/theo khuyến cáo của nhà sản xuất) cho đến ngày hết hạn của nhà sản xuất.
	10.5.1.4. FBS được giải đông và bảo quản ở 2 C-8 C sẽ ổn định trong 1 tháng.
	10.5.2. Dimethylsulfoxide (DMSO), độ nuôi cấy tế bào
	10.5.2.1. Sử dụng DMSO độ nuôi cấy tế bào.
	10.5.2.2. Bảo quản chai chưa mở ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu). Kiểm tra hạn dùng trên chai và bỏ đi nếu đã hết hạn.
	10.5.2.3. DMSO sau khi mở, chưa pha loãng, trong điều kiện không tiếp xúc với ánh sáng và độ ẩm, sẽ ổn định ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) trong 6 tháng (hoặc đến hạn dùng của nhà sản xuất nếu hạn dùng này là < ...
	10.5.2.4. Sử dụng kỹ thuật vô trùng khi lấy DMSO từ chai ra để tránh bị nhiễm bẩn.
	10.5.2.5. Bỏ chất trong chai đã mở nếu thấy dấu hiệu bị nhiễm bẩn.
	10.5.2.6. Có thể chia đều thuốc thử thành những lượng nhỏ để giúp duy trì trạng thái vô trùng. Dán nhãn những lượng chia đều này bằng “DMSO”, tên nhà sản xuất, số lọ, ngày mở/chia nhỏ, hạn dùng (6 tháng kể từ lúc mở hoặc ngày hết hạn từ chai gốc, tùy ...
	10.5.3. Chất tiệt trùng
	10.5.3.1. Chất tiệt trùng ethanol 70% v/v, chai xịt
	10.5.3.2. Thuốc tẩy 10% v/v, xô hoặc cốc có mỏ và chai xịt (phải làm mỗi ngày)
	10.5.3.3. Chất tiệt trùng khác như được ghi rõ trong chính sách về phòng thí nghiệm địa phương
	10.6. Các Thuốc thử Đếm Tế bào
	10.6.1. Dung dịch xanh Trypan 0,4%
	10.6.2. Tùy chọn: Có thể sử dụng dung dịch tím tinh thể 0,05% để nhuộm nhân tế bào nhằm nhận diện các tế bào đơn nhân và đếm bằng cách dùng máy đếm tế bào. Nếu cần đếm tế bào còn sống thì hãy đếm bằng cách thủ công lần 2 bằng cách dùng xanh trypan. ...
	11. Chuẩn bị Thuốc thử
	11.1. FBS làm Bất hoạt bằng Nhiệt (HI-FBS)
	Lưu ý: HI-FBS có thể được đặt hàng từ nhà sản xuất hoặc FBS có thể được đặt hàng từ nhà sản xuất và làm bất hoạt bằng nhiệt tại phòng thí nghiệm. Tuân theo những hướng dẫn này để giải đông, chia nhỏ và sử dụng.
	Lưu ý cho HVTN: FBS được HVTN phê duyệt được mạng lưới cung cấp cho các phòng thí nghiệm ở dạng được bất hoạt bằng nhiệt; không có nơi bán và nhiều FBS được HVTN phê duyệt để mua ngoài chuỗi/quy trình cung ứng HVTN.
	11.1.1. Lấy FBS ra khỏi tủ đông lạnh.
	11.1.2. Ưu tiên giải đông trong tủ lạnh (2 C-8 C) hoặc trong vài giờ ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu). Không để FBS ở nhiệt độ phòng lâu hơn mức cần thiết để hoàn tất quá trình giải đông.
	11.1.3. Lắc nhẹ 2 hoặc 3 lần trong lúc giải đông.
	11.1.4. Tuân theo những hướng dẫn bổ sung này trong trường hợp FBS không được bất hoạt bằng nhiệt. Nếu FBS được nhà sản xuất bất hoạt bằng nhiệt thì chuyển tới mục 11.1.5.
	11.1.4.1. Cho FBS vào nồi cách thủy 56 C (55 C đến 57 C). Giám sát kỹ nhiệt độ nồi cách thủy. Nhiệt độ cao hơn có thể làm phân hủy các thành phần của FBS.
	Lưu ý: Cần để mực nước trong nồi cách thủy đến mực FBS trong chai, nhưng không chạm nắp của chai. Việc này giúp bảo đảm nóng đều FBS và tránh bị nhiễm bẩn.
	11.1.4.2. Sau khi nồi cách thủy trở về 56 C (55 C-57 C) thì đun nóng FBS trong 30 phút, khuấy trộn 5-10 phút một lần. Đun nóng lâu hơn mức này có thể làm phân hủy các thành phần của FBS.
	Lưu ý: Lau sạch chai bằng ethanol 70% v/v trước khi mở.
	11.1.5. Trộn HI-FBS nhẹ nhàng và đều bằng kỹ thuật vô trùng.
	11.1.6. Chia đều vào các ống ly tâm bằng polypropylene, có vạch chia, đáy hình nón, vô trùng, 50mL, có dán nhãn hoặc các dụng cụ chia đều khác có kích thước phù hợp với khối lượng công việc dự kiến.
	Lưu ý: Nhãn phải ghi rõ những ống này là “HI-FBS” và bao gồm tên nhà sản xuất, số lô, ngày chia, điều kiện bảo quản, ngày hết hạn của nhà sản xuất gốc và tên viết tắt của kỹ thuật viên. FBS ổn định trong 1 tháng (nếu thời gian 1 tháng không vượt quá n...
	11.1.7. Cho số ống chia nhỏ cần cho công việc dự kiến vào tủ lạnh (2 C-8 C). Trộn kỹ trước khi dùng. Nên giữ đông lạnh và ổn định các ống chia nhỏ chưa cần dùng ngay cho đến hạn dùng gốc.
	Lưu ý: Các đợt làm đông/giải đông lặp lại sẽ ảnh hưởng bất lợi đến chất lượng của FBS. Không làm đông lạnh lại những phần chia nhỏ đã bảo quản ở nhiệt độ tủ lạnh.
	11.1.7.1. Để sử dụng những phần chia nhỏ, ưu tiên giải đông qua đêm trước trong tủ lạnh hoặc ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) trong vài giờ. Không để FBS ở nhiệt độ phòng lâu hơn mức cần thiết để hoàn tất quá trìn...
	11.1.7.2. Sau khi giải đông, FBS sẽ ổn định trong 1 tháng ở 2 C-8 C hoặc theo hạn dùng trên chai gốc, tùy theo thời hạn nào đến trước. Nhớ cập nhật hạn dùng và điều kiện bảo quản trên những phần chia nhỏ/chai trong tủ bảo quản -20 C để sử dụng. Trộn k...
	11.2. Dung dịch Bảo quản lạnh Tươi (CPS)
	11.2.1. Các Thành phần CPS
	11.2.2. Chuẩn bị CPS
	11.2.2.1. Sử dụng (các) ống ly tâm hình nón, 15ml hoặc 50mL, dùng một lần, có dán nhãn, vô trùng để giữ CPS đã chuẩn bị.
	Lưu ý: Việc trộn DMSO và FBS là một phản ứng tỏa nhiệt.
	11.2.2.2. CPS phải được chuẩn bị trước và làm lạnh trong tủ lạnh (2 C-8 C) trong ít nhất 30 phút hoặc trong một nồi đá lạnh trong ít nhất 15 phút trước khi dùng.
	Lưu ý: Có thể bảo quản CPS ở (2 C-8 C) trong 1 ngày làm việc (<18 tiếng).
	11.2.3. Sử dụng công thức dưới đây để ước tính thể tích của CPS cần chuẩn bị để tái nhũ tương PBMC cuối cùng. Tài liệu này cũng có trình bày các ví dụ.
	Máu Toàn phần Khả dụng (mL) x Hiệu suất Tế bào (tế bào/mL) x Nồng độ Đông lạnh (mL/tế bào) = CPS Ước tính (mL)
	Làm tròn số này đến số nguyên mL gần nhất.
	Lưu ý: Thể tích máu toàn phần khả dụng (UWBV) là tổng thể tích máu được xử lý. (Thể tích máu toàn phần khả dụng có thể không bằng dung tích ống).
	Lưu ý: Khi xử lý máu được thu thập trong các ống ACD, thì hãy bao gồm cả dung tích rút và chất chống đông máu lỏng khi tính thể tích, các số đo tối đa và tính toán hiệu suất tế bào.
	Lưu ý: Phải tính các lô CPS trước khi lấy thể tích máu khả dụng đo được. Để làm việc này, hãy thực hiện các phép tính toán ở trên bằng cách sử dụng thể tích máu toàn phần khả dụng dự kiến tối đa (tức là dung tích của ống thu, bao gồm cả chất chống đôn...
	Ví dụ: Máu Người trưởng thành – Lô CPS mỗi ngày – nhiều buổi khám được lên lịch:
	Ví dụ: Máu Người trưởng thành – Thu thập Thể tích Máu Lớn. Cô đặc bằng Kết đông Mục tiêu (mL/tế bào) cho tất cả là (1mL/15 x 106 tế bào) hoặc 15 triệu tế bào được đông lạnh trong 1mL (V2) của CPS. Lô CPS tạo ra sau khi đo UWBV.
	Ví dụ: Máu Người trưởng thành – Thu thập Máu 8 x 10mL NaHep. Cô đặc bằng Kết đông Mục tiêu (mL/tế bào) cho tất cả là (1mL/10 x 106 tế bào) hoặc 10 triệu tế bào được đông lạnh trong 1mL (V2) của CPS. Lô CPS tạo ra sau khi đo UWBV.
	11.2.4. Sử dụng công thức sau để tính toán lượng DMSO và FBS cần dùng.
	Ví dụ:
	11.2.5. Ghi lại các thể tích CPS, DMSO và FBS trên bảng quy trình PBMC. Nếu tạo ra các lô chung thì phải ghi lại thời gian tạo và tên viết tắt của người tạo ra lô này.
	12. Giới thiệu và Hướng dẫn Xử lý PBMC
	Có nguyên tắc và các bước tiêu chuẩn chung cho tất cả quy trình xử lý PBMC. Việc chọn kỹ thuật tách (CSTFB so với xếp lớp thủ công), việc xử lý máu (pha loãng có hoặc không có thay thế huyết tương so với lấy huyết tương trực tiếp), nồng độ tế bào cuối...
	13. Tách Tế bào và Pha loãng Máu bằng Ống tách Tế bào có Màng ngăn Frit (CSTFB) có Thay thế Huyết tương
	13.1. Tách lym phô bào từ máu ngoại biên sử dụng các ống tách CSTFB ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) có thêm môi trường gradient tỷ trọng (DGM).
	13.1.1. Thực hiện tất cả các thao tác hút và trộn trong buồng an toàn sinh học (BSC) Loại II mức 2 trở lên.
	13.1.2. Xịt tất cả các bề mặt, giá treo và chai thuốc thử bằng ethanol 70% v/v hoặc chất khử trùng tương đương mỗi lần trước khi vào phòng và sử dụng BSC.
	13.1.3. Phải tiến hành thủ thuật này ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu), trừ khi có quy định khác.
	13.1.4. Sử dụng một pipet mới cho mỗi số nhận diện người tham gia (PTID) và cộng thêm.
	13.2. Chuẩn bị mẫu máu toàn phần, thuốc thử và tiếp liệu.
	13.2.1. Chuẩn bị và làm lạnh CPS (xem Mục 11 Chuẩn bị Thuốc thử) trước khi xử lý hoặc trước lúc trộn PBMC nếu cần thêm CPS.
	Lưu ý: Phải chuẩn bị các lô CPS trước khi bắt đầu các bước xử lý mẫu. Phải kiểm tra thể tích lô và tạo các lô bổ sung (khi cần), theo toàn bộ chi tiết trong bảng quy trình PBMC.
	13.2.2. Chuẩn bị đủ các ống CSTFB để quản lý lượng tối đa máu dự kiến.
	13.2.2.1. Đối với các ống CSTFB 50mL, lập kế hoạch cho thể tích tối đa 20mL hoặc cho một CSTFB với mỗi 2 ống đựng máu 8,5-10mL. Lưu ý: Chia tổng số ống đựng máu 8,5-10mL cần dùng cho 2. Nếu kết quả là một phân số, (một số lẻ ống đựng máu), thì hãy làm...
	13.2.2.2. Ví dụ:
	 Buổi khám 1 có 3 x 10,0mL ống NaHep. Chuẩn bị 2 ống CSTFB.
	 Buổi khám 10 có 10 x 8,5mL ống ACD. Chuẩn bị 5 ống CSTFB
	13.2.3. Bảo đảm các ống CSTFB đã chuẩn bị chứa DGM ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) trước khi bắt đầu các bước xử lý.
	13.2.4. Kiểm tra bằng mắt những ống CSTFB đã đổ đầy để xác nhận không có bong bóng lớn, khoảng hở tồn tại giữa DGM và màng ngăn frit và không có DGM trên frit trước khi thêm WDR hoặc máu vào những ống này. (Xem hướng dẫn chuẩn bị CSTFB trong mục 10.4 ...
	13.2.5. Thu thập cùng một số ống ly tâm mới bằng polypropylene, có vạch chia, đáy hình nón, vô trùng, 50mL khi chuẩn bị CSTFB (xem Mục 13.2.2). Những ống “rửa” này sẽ được sử dụng cho các tế bào đã lấy và các bước rửa sau đó.
	13.2.6. Nếu cần thay huyết tương, thì hãy thu thập các ống ly tâm bằng polypropylene, có vạch chia, đáy hình nón, vô trùng, 15mL hoặc 50mL thích hợp với thể tích huyết tương cần lấy. Dán nhãn PTID, chất chống đông máu và dẫn xuất.
	13.2.7. Nếu sờ vào ống chứa mẫu này mà thấy lạnh (do những điều kiện môi trường lạnh như vận chuyển trong những tháng lạnh) thì hãy để những ống này về nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) trước khi bắt đầu xử lý
	13.2.8. Kiểm tra cẩn thận PTID trên tất cả các ống máu đã nhận. Sắp xếp các ống chính để không có khả năng xảy ra tình trạng trộn lẫn các ống giữa PTID/PID hoặc những chất chống đông máu.
	Đề xuất: Đặt tất cả các ống cho từng PTID/chất chống đông máu vào một giá treo. Có thể sử dụng các giá đựng ống khác nhau để tách riêng các PTID hoặc các loại ống và sử dụng bút lông khác màu cho từng PTID để tránh nhầm lẫn.
	13.3. Thay thế Huyết tương
	Lưu ý: Chỉ thực hiện bước thay huyết tương này khi bắt buộc phải chia nhỏ các phần huyết tương từ các ống thu thập PBMC theo giao thức xử lý hoặc SPLI/LPC/LM; tiến hành bước 13.4 nếu không bắt buộc phải chia nhỏ các phần huyết tương.
	13.3.1. Các ống lấy máu từ cùng một PTID và cùng một chất chống đông máu phải được xử lý riêng (không được gộp chung trong các ống ly tâm hình nón 50mL) trừ khi được nêu trong SPLI/LPC/LM cụ thể theo giao thức xử lý.
	13.3.2. Đánh dấu thể tích máu toàn phần trên mỗi ống lấy máu ở mặt khum.
	13.3.3. Ly tâm máu toàn phần ở 200-400 x g trong 10 phút. Ghi lại thời gian bắt đầu xử lý trên bảng quy trình xử lý PBMC.
	13.3.4. Chuyển huyết tương vào ống ly tâm hình nón 15mL hoặc 50mL có dán nhãn cho ly tâm lần thứ hai để loại bỏ cặn tế bào.
	13.3.5. Thêm một lượng WDR đủ để máu trở về thể tích máu toàn phần ban đầu, khuấy nhẹ và tiếp tục xử lý PBMC ở bước 13.4.
	13.3.6. Hoàn tất xử lý huyết tương bằng cách ly tâm huyết tương đã thu thập ở 800-1200 x g trong 10 phút để thu các phần chia nhỏ PL2 hoặc theo giao thức xử lý hoặc SPLI/LPC/LM. Có thể thực hiện bước này sau nếu máy ly tâm không sử dụng để xử lý PBMC.
	13.3.7. Chia nhỏ huyết tương đã ly tâm hai lần vào các ống chia nhỏ có dán nhãn như đã ghi rõ bởi SPLI/LPC/LM cụ thể theo giao thức xử lý và loại bỏ cặn tế bào còn lại.
	13.4. Pha loãng Máu để tách CSTFB
	Lưu ý: Tỷ lệ tối đa của máu trên WDR phải là khoảng 2:1. Sử dụng một ống 50mL cho mỗi 12-20mL máu toàn phần. Sử dụng nhiều ống CSTFB như yêu cầu để phân phối toàn bộ máu cho từng PID/PTID.
	Lưu ý: Môi trường gradient tỷ trọng là môi trường độc với tế bào; hãy làm việc nhanh và hiệu quả trong các bước phân tách này.
	13.4.1. Dán nhãn từng CSTFB và các ống “rửa” ly tâm hình nón, vô trùng tương ứng bằng PTID (và chất chống đông máu, nếu thích hợp)
	13.4.2. Sử dụng pipet huyết thanh vô trùng, thêm WDR vào từng CSTFB đã chuẩn bị, dán nhãn:
	13.4.3. Sử dụng pipet huyết thanh vô trùng, thêm WDR vào từng ống “rửa” ly tâm hình nón, vô trùng, đã dán nhãn:
	13.4.4. Mở nắp các ống máu đã chống đông. Nếu không bắt buộc/tiến hành các bước thay thế huyết tương thì ghi lại thời gian tháo nắp là thời gian bắt đầu xử lý trên bảng quy trình xử lý PBMC.
	13.4.5. Nếu máu trong ống lấy máu bị vón cục hoặc tán huyết rõ ràng thì xem Mục 6.3.
	13.4.6. Sử dụng pipet huyết thanh vô trùng để trộn nhẹ nhàng máu toàn phần rồi chuyển máu này vào CSTFB đã dán nhãn.
	Lưu ý: Phải chuyển máu bằng cách sử dụng pipet huyết thanh vô trùng, với liều lượng được đo là 10mL cho đến khi còn ít hơn 10mL. Phân phối máu này vào các ống CSTFB với liều lượng cố định để bảo đảm theo dõi chính xác các thể tích để đo UWBV suốt thời...
	13.4.7. Mục tiêu chuyển 15mL–20mL tổng lượng máu vào từng CSTFB đã dán nhãn. (Chỉ được phép sử dụng phạm vi mở rộng sau đây trong trường hợp không thể dùng phạm vi mục tiêu cụ thể). Không bắt đầu đổ một CSTFB 50mL mới trừ khi sẵn có/còn lại tối thiểu ...
	13.4.8. Xác định và ghi lại số đo chính xác của thể tích máu toàn phần khả dụng trong vòng 0,1mL.
	Lưu ý: thể tích máu toàn phần khả dụng không nhất thiết phải bằng kích thước ống.
	13.4.9. Sử dụng pipet vô trùng, rửa sạch từng ống máu có chất chống đông gốc bằng WDR và thêm lượng chất rửa vào CSTFB để bảo đảm không vượt quá giới hạn tổng thể tích ống (WDR + Máu Toàn phần).
	13.4.10. Đậy kín nắp CSTFB.
	13.5. Ly tâm tỷ trọng và thu thập CSTFB
	13.5.1. Giữ các ống ở tư thế thẳng đứng, cho vào giá đỡ rồi chuyển vào máy ly tâm.
	13.5.2. Ly tâm với tốc độ 800-1000 x g trong 15 phút ở 15 C-25 C (hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) với cài đặt KHÔNG HÃM/đặt về 0.
	Lưu ý: Nếu chốt hãm bị mở thì sẽ làm vỡ các lớp.
	13.5.3. Trong khi các ống CSTFB đang quay, hãy thải bỏ tất cả các ống thu rỗng theo thực hành phòng thí nghiệm, lau chùi sạch bề mặt BSC và sắp xếp cho các bước tiếp theo.
	13.5.4. Xác nhận đúng số các ống ly tâm hình nón, vô trùng, dán nhãn, nạp sẵn WDR (các ống “rửa”) sẵn sàng trong BSC cho các bước lấy/rửa.
	13.5.5. Sau khi máy ly tâm ngừng hoàn toàn, hãy tháo nhẹ nhàng từng CSTFB khỏi máy ly tâm và không làm xáo trộn các lớp. Sử dụng giá treo để đỡ các ống và chuyển cẩn thận vào BSC.
	13.5.6. Ly tâm dẫn đến hàm lượng trong ống được chia thành 6 lớp rõ ràng, kể cả frit. Tính từ trên đầu ống, những lớp này là:
	13.5.7. Kiểm tra các ống tìm các vấn đề tiềm ẩn sau đây. Ghi lại những quan sát và hoạt động theo dõi đã thực hiện theo yêu cầu của mạng lưới và phòng thí nghiệm.
	13.5.8. Sử dụng một pipet huyết thanh vô trùng mới cho mỗi PTID, bỏ đi phần huyết tương-WDR phía trên màu vàng xuống 1-2 cm băng PBMC màu trắng đục nằm tiếp giáp giữa phần huyết tương-WDR (màu vàng) và dung dịch môi trường tách trong suốt. Cẩn thận kh...
	Lưu ý: Cách khác nữa là, băng PBMC màu trắng đục được bỏ đi bằng cách đưa cẩn thận pipet xuyên qua lớp huyết tương-WDR phía trên.
	13.5.9. Sử dụng một pipet huyết thanh vô trùng, lấy tất cả các tế bào ở phần tiếp giáp màu trắng đục trên frit. Cẩn thận không hút môi trường gradient tỷ trọng nhiều hơn cần thiết.
	13.5.9.1. Chuyển các tế bào đã lấy từ một CSTFB vào một ống “rửa” ly tâm hình nón, vô trùng, dán nhãn trước tương ứng (chuẩn bị như nội dung trong Mục 13.4). Các ống được nạp WDR trước là để tiết kiệm thời gian.
	13.5.10. Đậy nắp CSTFB chứa tế bào hồng cầu và môi trường tách còn lại. Thải bỏ CSTFB giống như rác nguy hiểm sinh học theo quy định của phòng thí nghiệm.
	13.6. Bảo đảm phải ghi lại tất cả những yếu tố chính theo yêu cầu của mạng lưới và phòng thí nghiệm. Chuyển qua Mục 15.
	14. Tách Tế bào bằng cách Xếp trên hoặc Xếp dưới (Thủ công) Môi trường Gradient Tỷ trọng và Pha loãng Máu bằng cách Tách Tế bào (Thủ công) Gradient Tỷ trọng có Thay thế Huyết tương
	Mục 14 có thể được sử dụng cho toàn mạng lưới; kiểm tra các yêu cầu về giao thức xử lý và vật liệu sẵn có. Sử dụng Mục 13 hoặc Mục 14 cho tất cả các mẫu, nhưng không dùng cả hai.
	Lưu ý cho HVTN: HVTN không khuyến cáo sử dụng phương pháp xếp dưới. Phương pháp xếp dưới phải được phê duyệt trước từ Phòng thí nghiệm Trung tâm HVTN trước khi sử dụng cho các mẫu theo giao thức xử lý.
	14.1. Tách lym phô bào từ máu ngoại biên sử dụng Phương pháp Xếp trên (Thủ công) Môi trường Gradient Tỷ trọng
	14.1.1. Thực hiện tất cả các thao tác hút và trộn trong buồng an toàn sinh học (BSC) Loại II mức 2 trở lên.
	14.1.2. Xịt trên tất cả bề mặt, giá treo và chai thuốc thử bằng ethanol 70% v/v mỗi lần trước khi vào phòng và sử dụng BSC.
	14.1.3. Trừ khi có quy định khác, quy trình này được tiến hành ở nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu).
	14.1.4. Sử dụng một pipet mới cho mỗi số nhận diện người tham gia (PTID) và cộng thêm.
	14.2. Chuẩn bị mẫu máu toàn phần, thuốc thử và tiếp liệu
	14.2.1. Chuẩn bị và làm lạnh CPS (xem Mục 11 Chuẩn bị Thuốc thử) trước khi xử lý hoặc trước lúc trộn PBMC nếu cần thêm CPS.
	Lưu ý: Phải chuẩn bị các lô CPS trước khi bắt đầu các bước xử lý mẫu. Phải kiểm tra thể tích lô và tạo các lô bổ sung (khi cần), theo toàn bộ chi tiết trong bảng quy trình PBMC.
	14.2.2. Để môi trường gradient tỷ trọng về nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu). Xem Mục 10 Các thuốc thử để biết thêm thông tin.
	14.2.3. Thu thập đủ các ống ly tâm bằng polypropylene, có vạch chia, đáy hình nón, vô trùng, 50mL để quản lý tất cả các bước pha loãng, xếp trên/xếp dưới và rửa.
	14.2.4. Nếu cần thay huyết tương, thì hãy thu thập các ống ly tâm bằng polypropylene, có vạch chia, đáy hình nón, vô trùng, 15mL hoặc 50mL thích hợp với thể tích huyết tương cần lấy. Dán nhãn PTID, chất chống đông máu và dẫn xuất.
	14.2.5. Nếu sờ vào ống chứa mẫu này mà thấy lạnh (do những điều kiện môi trường lạnh như vận chuyển trong những tháng lạnh) thì hãy để những ống này về nhiệt độ phòng (15 C-25 C hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) trước khi bắt đầu xử lý.
	14.2.6. Kiểm tra cẩn thận PTID trên tất cả các ống máu đã nhận. Sắp xếp các ống chính để không có khả năng xảy ra tình trạng trộn lẫn các ống giữa PTID hoặc những chất chống đông máu.
	Đề xuất: Đặt tất cả các ống cho từng PTID/chất chống đông máu vào một giá treo. Có thể sử dụng các giá đựng ống khác nhau để tách riêng các PTID hoặc các loại ống và sử dụng bút lông khác màu cho từng PTID để tránh bị nhầm lẫn.
	14.2.7. Xác định và ghi lại số đo chính xác của thể tích máu khả dụng trong vòng 0,1mL bằng pipet huyết thanh 10mL (hoặc những phương pháp khác được mạng lưới phê duyệt). Lưu ý là thể tích máu toàn phần khả dụng không nhất thiết phải bằng kích thước ống.
	Lưu ý cho HVTN: Không sử dụng các ống tham khảo hoặc ống hình nón để đo.
	14.3. Thay thế Huyết tương
	Lưu ý: Chỉ thực hiện bước thay huyết tương này khi bắt buộc phải chia nhỏ các phần huyết tương từ các ống thu thập PBMC theo giao thức xử lý hoặc SPLI/LPC/LM; tiến hành bước 14.4 nếu không bắt buộc phải chia nhỏ các phần huyết tương.
	14.3.1. Những ống lấy máu từ cùng một PTID và chất chống đông máu có thể được xử lý riêng hoặc gộp chung trong các ống ly tâm hình nón 50mL (không được gộp cho HVTN).
	14.3.2. Đánh dấu thể tích máu toàn phần trên mỗi ống lấy máu ở mặt khum.
	14.3.3. Ly tâm máu toàn phần ở 200-400 x g trong 10 phút. Ghi lại thời gian bắt đầu xử lý trên bảng quy trình xử lý PBMC.
	14.3.4. Chuyển huyết tương vào ống ly tâm hình nón 15mL hoặc 50mL có dán nhãn cho ly tâm lần thứ hai để loại bỏ cặn tế bào.
	14.3.5. Thêm một lượng WDR đủ để máu trở về thể tích máu toàn phần ban đầu, khuấy nhẹ và tiếp tục xử lý PBMC ở bước 14.4.
	14.3.6. Hoàn tất xử lý huyết tương bằng cách ly tâm huyết tương đã lấy ở 800-1200 x g trong 10 phút để thu các phần chia nhỏ PL2 hoặc theo SPLI/LPC/LM cụ thể theo giao thức xử lý. Có thể thực hiện bước này sau nếu máy ly tâm không sử dụng để xử lý PBMC.
	14.3.7. Chia nhỏ huyết tương đã ly tâm hai lần vào các ống chia nhỏ có dán nhãn như đã ghi rõ bởi SPLI/LPC/LM cụ thể theo giao thức xử lý và loại bỏ cặn tế bào còn lại.
	14.4. Pha loãng Máu để Tách (Thủ công) Tế bào Gradient Tỷ trọng
	14.4.1. Mở nắp các ống máu đã chống đông. Nếu không bắt buộc/tiến hành các bước thay thế huyết tương thì ghi lại thời gian tháo nắp là thời gian bắt đầu xử lý trên bảng quy trình xử lý PBMC.
	14.4.2. Nếu ống bị vón cục hoặc tán huyết rõ ràng thì hãy xem Mục 6.3.
	Lưu ý: Gộp các lớp trung gian được phép theo hướng dẫn trong Phụ lục D: Gộp các Lớp Trung gian để Cô lập PBMC Môi trường Gradient Tỷ trọng. Để gộp các lớp trung gian, thì thay thế các bước 14.4.3 và 14.4.4 bằng các hướng dẫn trong Phụ lục D.
	14.4.3. Dán nhãn từng ống ly tâm hình nón bằng PTID và chất chống đông máu.
	14.4.4. Chuyển máu này vào một ống ly tâm hình nón, 15mL hoặc 50mL, có dán nhãn, vô trùng và thêm đủ thể tích WDR để pha loãng máu theo tờ hướng dẫn sử dụng môi trường gradient tỷ trọng (tỷ số tối đa máu/chất pha loãng là 2:1).
	14.5. Tách Tế bào Gradient Tỷ trọng:
	Lưu ý: Sử dụng Phương pháp Xếp trên (Mục 14.5.1) hoặc Phương pháp Xếp dưới (Mục 14.5.2), nhưng không dùng cả hai.
	14.5.1. Phương pháp Xếp trên:
	14.5.1.1. Chuẩn bị ống ly tâm hình nón vô trùng, có dán nhãn cho mỗi ống chứa máu pha loãng.
	14.5.1.2. Thêm một thể tích môi trường gradient tỷ trọng thích hợp vào các ống ly tâm hình nón vô trùng rỗng.
	Lưu ý: Thể tích môi trường gradient tỷ trọng sẽ phụ thuộc vào tỷ số của môi trường gradient tỷ trọng và máu pha loãng theo khuyến cáo của nhà sản xuất.
	14.5.1.3. Hút cẩn thận và chậm rãi máu được pha loãng trên môi trường gradient tỷ trọng.
	Đề xuất: Nhẹ nhàng để hỗn hợp WDR-máu pha loãng chảy xuống thành ống và tụ trên mặt của bề mặt môi trường gradient tỷ trọng mà không phá vỡ mặt phẳng bề mặt.
	14.5.1.4. Đậy nắp ống cẩn thận. Chuyển qua Mục 14.6.
	14.5.2. Phương pháp Xếp dưới:
	14.5.2.1. Trộn nhẹ nhàng và kỹ lưỡng để giảm vón cục các tế bào trong khi tách.
	Tùy chọn: Với máu toàn phần hoặc máu-WDR, thêm vào một thể tích WDR khác tương đương với tổng thể tích máu.
	14.5.2.2. Dựa trên thể tích WDR-máu pha loãng này, xác định thể tích môi trường gradient tỷ trọng cần có cho mỗi ống.
	Lưu ý: Thể tích môi trường gradient tỷ trọng sẽ phụ thuộc vào tỷ số của môi trường gradient tỷ trọng và máu pha loãng theo khuyến cáo của nhà sản xuất.
	14.5.2.3. Dùng pipet hút chậm và cẩn thận dung dịch môi trường gradient tỷ trọng DƯỚI  máu-DWR.
	14.5.2.4. Đậy nắp ống cẩn thận. Chuyển qua Mục 14.6.
	14.6. Ly tâm và lấy tỷ trọng lym phô bào:
	14.6.1. Giữ các ống ở vị trí thẳng đứng, cho vào giá đỡ và chuyển nhẹ nhàng vào máy ly tâm.
	14.6.2. Ly tâm ở 400 x g trong 30 phút ở 15 C-25 C (hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) bằng cài đặt KHÔNG HÃM/đặt về 0 hoặc như đã nêu trong tờ hướng dẫn sử dụng đính kèm theo môi trường gradient.
	Lưu ý: Nếu chốt hãm bị mở thì sẽ làm vỡ các lớp. Hãm ly tâm phải TẮT để tách sạch và tối đa hóa việc thu lại PBMC.
	14.6.3. Trong khi các ống hình nón đang quay, hãy thải bỏ tất cả các ống thu rỗng theo thực hành phòng thí nghiệm, lau chùi sạch bề mặt BSC và sắp xếp cho các bước tiếp theo.
	14.6.4. Dán nhãn (bằng PTID/chất chống đông máu) cùng một số và kích thước của các ống ly tâm hình nón mới, vô trùng như ống ly tâm hình nón được sử dụng trong bước ly tâm tách lớp. Sử dụng các ống mới này cho các bước lấy và rửa tế bào sau đây.
	14.6.5. Sử dụng pipet vô trùng, thêm WDR vào từng ống “rửa” hình nón, vô trùng, có dán nhãn trước:
	14.6.6. Sau khi máy ly tâm ngừng hoàn toàn, thì nhẹ nhàng tháo ống hình nón khỏi máy ly tâm sao cho không xáo trộn các lớp. Sử dụng giá treo để đỡ các ống và chuyển cẩn thận vào BSC.
	14.6.7. Nếu không thấy lớp tế bào này, thì hãy kiểm tra xem máy ly tâm có vận hành bình thường không. Sửa vấn đề gặp phải. Ly tâm lại ống này. Ghi lại vấn đề và hành động đã làm theo yêu cầu của mạng lưới và phòng thí nghiệm.
	14.6.8. Ghi lại sự tán huyết hoặc cục máu nhỏ thấy được ở phần tiếp giáp tế bào.
	Lưu ý: Tìm tán huyết hoặc cục máu đông sau khi ly tâm. Đánh giá tán huyết +1 đến +4 dựa trên điểm mô tả trong bảng chú giải. Ghi lại thông tin đã quan sát.
	14.6.9. Sử dụng một pipet vô trùng mới (pipet huyết thanh hoặc chuyển) cho mỗi PTID, bỏ đi phần huyết tương-WDR phía trên màu vàng xuống 1-2 cm băng PBMC màu trắng đục nằm tiếp giáp giữa phần huyết tương-WDR (màu vàng) và dung dịch môi trường tách tro...
	Lưu ý: Cách khác nữa là, băng PBMC màu trắng đục được bỏ đi bằng cách đưa cẩn thận pipet xuyên qua lớp huyết tương-WDR phía trên.
	14.6.10. Sử dụng một pipet huyết thanh hoặc chuyển vô trùng, lấy tất cả các tế bào ở phần tiếp giáp màu trắng đục. Cẩn thận không hút dung dịch môi trường gradient tỷ trọng nhiều hơn cần thiết.
	14.6.11. Chuyển các tế bào đã lấy từ một ống ly tâm hình nón vào một ống ly tâm hình nón, vô trùng, đã dán nhãn trước tương ứng. Có thể nạp trước các ống bằng WDR để tiết kiệm thời gian (Mục 14.6.5).
	14.6.12. Đậy lại nắp ống ly tâm hình nón chứa các tế bào hồng cầu và/môi trường phân tách còn lại và thải bỏ ống giống như rác nguy hiểm sinh học theo quy định của phòng thí nghiệm.
	14.7. Bảo đảm phải ghi lại tất cả những yếu tố chính theo yêu cầu của mạng lưới và phòng thí nghiệm. Chuyển qua mục 15.
	15. Rửa, Đếm, Tái nhũ tương, Cô đặc và Đông lạnh có Kiểm soát Tốc độ Qua đêm
	15.1. Rửa 1:
	15.1.1. QS (tăng thể tích phần PBMC lên) đến gần 45mL (với ống ly tâm hình nón 50mL) hoặc 10mL (với ống ly tâm hình nón 15mL) bằng cách thêm WDR. Trộn nhẹ nhàng.
	15.1.2. Đậy lại nắp tất cả các ống hình nón này, hiện đang chứa các tế bào đã lấy và pha loãng trong WDR.
	15.1.3. Ly tâm các tế bào pha loãng ở 200-400 x g trong 10 phút ở 15 C-25 C (hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) hãm nhẹ tùy chọn.
	15.1.4. Lấy ống ra khỏi máy ly tâm và kiểm tra hạt tế bào.
	15.1.4.1. Nếu không nhìn thấy hạt tế bào, thì xác nhận máy ly tâm đã vận hành bình thường và chỉnh sửa cài đặt đã sử dụng. Sửa vấn đề gặp phải. Ly tâm lại các ống này. Ghi lại vấn đề và hành động đã làm theo yêu cầu của mạng lưới và phòng thí nghiệm. ...
	15.1.5. Lấy ra và loại bỏ chất phía trên WDR một cách cẩn thận mà không làm xáo trộn các hạt tế bào bằng cách rót nhanh vào các thùng chứa chất thải lỏng quy định trong BSC. Có thể sử dụng các phương pháp khác như thải bỏ bằng pipet huyết thanh hoặc b...
	15.2. Rửa 2:
	15.2.1. Tái nhũ tương mỗi hạt với thể tích nhỏ WDR bằng cách trộn nhẹ nhàng nhưng hoàn toàn vào nhũ tương tế bào đồng nhất.
	15.2.2. Kết hợp nhũ tương hạt từ cùng một PTID/chất chống đông máu. Đây là ống tế bào đã lấy.
	15.2.3. Sử dụng một lượng nhỏ WDR để rửa sạch ống chứa các hạt đã chuyển. Thu thập nước rửa WDR trong ống tế bào đã lấy.
	15.2.4. QS phần PBMC bằng cách thêm WDR vào rồi trộn nhẹ.
	15.2.5. Đậy lại nắp các ống và cho vào máy ly tâm.
	15.2.6. Ly tâm các tế bào pha loãng ở 200-400 x g trong 10 phút ở 15 C-25 C (hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) hãm nhẹ tùy chọn.
	15.2.7. Lấy ống ra khỏi máy ly tâm và kiểm tra hạt tế bào.
	Lưu ý: Nếu không thấy hạt tế bào này, thì hãy kiểm tra xem máy ly tâm có vận hành bình thường không. Sửa vấn đề gặp phải và ly tâm lại ống này. Ghi lại vấn đề và hành động đã làm theo yêu cầu của mạng lưới và phòng thí nghiệm. Nếu vẫn không nhìn thấy ...
	15.2.8. Lấy ra và loại bỏ chất phía trên WDR một cách cẩn thận mà không làm xáo trộn các hạt tế bào bằng cách rót nhanh vào các thùng chứa chất thải lỏng quy định trong BSC. Có thể sử dụng các phương pháp khác như thải bỏ bằng pipet huyết thanh hoặc b...
	15.3. Đếm Tế bào PBMC
	15.3.1. Xác định và ghi lại thể tích tái nhũ tương đếm WDR (V) chính xác đến 0,1mL. V quan trọng vì dựa vào thể tích này mà có thể đếm tế bào.
	Lưu ý: Thể tích tái nhũ tương đếm WDR (V) là 20% thể tích máu toàn phần khả dụng đo được, làm tròn đến số nguyên mL gần nhất (ghi là X,0) trong hầu hết các trường hợp.
	Ví dụ: Thể tích máu toàn phần khả dụng đã đo được ghi là 78,6mL. Thể tích tái nhũ tương đếm phải là 16mL (78,6 x 20% = 15,72. Làm tròn 15,72 đến số nguyên mL gần nhất là 16mL)
	Các ví dụ về trường hợp có thể thay đổi mức V:
	 V đã tính toán lớn hơn dung tích của ống hình nón một chút. UWBV được đo và ghi là 255,2mL. Nhân với 20% và làm tròn đến số nguyên gần nhất là 51,0mL. Trong trường hợp này, V có thể giảm xuống 45,0mL để trộn an toàn và sau đó ly tâm trong ống hình n...
	 Mẫu của người tham gia cho kết quả về băng tế bào rất ít và các hạt tế bào rất nhỏ ở các lần phân tích tiếp theo. Trong trường hợp này, có thể giảm V xuống để tránh nằm ngoài giới hạn đếm tế bào.
	15.3.2. Nếu có hơn 1 hạt từ cùng một PTID/chất chống đông máu, thì sử dụng một lượng WDR đo được/theo dấu nhỏ để tái nhũ tương và kết hợp những hạt tế bào vào một ống. Sử dụng thể tích tái nhũ tương còn lại rửa các ống chứa tế bào đã chuyển. Thêm dịch...
	15.3.3. Trộn tế bào một cách nhẹ nhàng và kỹ lưỡng ngay trước khi lấy mẫu đếm tế bào.
	15.3.4. Chuyển một thể tích nhỏ tái nhũ tương vào ống nhỏ để đếm. Xem hướng dẫn cho thiết bị hoặc SOP đếm để biết thể tích thích hợp.
	Lưu ý: Nếu cần đếm lại thì hãy giảm thể tích lấy mẫu cần thiết.
	15.3.5. Tuân theo SOP cho phương pháp đếm tế bào được phê duyệt ở phòng thí nghiệm xử lý để xác định nồng độ tế bào x 106/mL.
	Lưu ý: Các tế bào ở 103/(L = các tế bào ở 106/mL.
	Lưu ý: Có thể chạy đếm tự động 1 lần. Nếu đếm thủ công thì phải đếm ít nhất bốn góc vuông lớn (1mm2).
	15.3.6. Tính tổng số tế bào theo công thức sau:
	T = C x V
	T = Tổng số tế bào
	C = Nồng độ (106/mL) được xác định trong phương pháp đếm
	V = Thể tích tái nhũ tương để đếm của WDR theo mL
	15.3.7. Tính hiệu suất tế bào trong các tế bào/mL máu toàn phần khả dụng theo công thức dưới đây.
	Hiệu suất Tế bào (106/mL) = T / Thể tích Máu Toàn phần Khả dụng
	Lưu ý: Tính hiệu suất tế bào vì mục đích chất lượng. Tham khảo Mục 16 Kiểm tra chất lượng cho giới hạn dự kiến của hiệu suất tế bào và cách xử lý lỗi.
	15.4. Tính thể tích tái nhũ tương cuối cùng
	15.4.1. Tính thể tích tái nhũ tương CPS đông lạnh bắt buộc bằng cách hoàn tất những bước dưới đây cho nồng độ tế bào cuối cùng theo mục tiêu.
	Lưu ý: Nồng độ tế bào cuối cùng theo mục tiêu khác nhau tùy theo mạng lưới và giao thức xử lý. Tham khảo giao thức xử lý hoặc SPLI/LPC/LM cụ thể theo giao thức xử lý để biết thông tin về nồng độ tế bào cuối cùng mục tiêu.
	15.4.2. Tính thể tích tái nhũ tương CPS đông lạnh ước tính (V1) bắt buộc bằng cách dùng nồng độ tế bào cuối cùng theo mục tiêu.
	V1 = (T/N1) x V2
	T = Tổng số tế bào
	N1 = Nồng độ tế bào cuối cùng mục tiêu
	V2 = thể tích phần chia cuối cùng theo mL
	Làm tròn V1 xuống số nguyên gần nhất (1) mL để xác định Vf.
	15.4.3. Tính số tế bào thực tế/ống (N2) bằng cách sử dụng thể tích tái nhũ tương CPS đông lạnh (Vf) thực tế được xác định trong tính toán trước đó.
	N2 = (T/ Vf) x V2
	N2 = Số tế bào thực tế/ống
	T = Tổng số tế bào
	V2 = thể tích phần chia cuối cùng theo mL (1mL trừ khi có quy định khác trong tài liệu cụ thể theo giao thức).
	15.5. Dán nhãn
	15.5.1. Hoàn tất in ấn, kiểm tra chất lượng và dán nhãn ống giữ lạnh trước khi ly tâm lần cuối.
	Lưu ý: Điều quan trọng là phải giảm thiểu thời gian tế bào nằm trong hạt.
	15.5.2. Tạo nhãn cho ống đông lạnh tế bào bằng LDMS.
	15.5.2.1. Tuân theo thực hành phòng thí nghiệm của mạng lưới để hoàn tất việc nhập dữ liệu.
	15.5.2.2. Chứng thực từng loại nhãn ống đông lạnh tế bào để biết sai số nhập dữ liệu so với yêu cầu của phòng thí nghiệm và bảng quy trình xử lý TRƯỚC khi dán nhãn ống đông lạnh.
	15.5.2.3. Dùng mắt thường kiểm tra bố cục và chất lượng in của mã vạch trên nhãn và khu vực in.
	15.5.2.4. Điều chỉnh nếu nhập sai dữ liệu trong LDMS và in lại nhãn nếu cần.
	15.5.3. Dán nhãn lên ống sao cho thấy được hàm lượng trong ống.
	15.5.4. Quét các ống đông lạnh đã dán nhãn, rỗng theo thứ tự GSID liên tiếp vào mô đun lưu trữ LDMS để bảo đảm mã vạch có thể quét được; việc xác minh khả năng quét và chỉ định vị trí lưu trữ được kết hợp ở bước này.
	Lưu ý: Nên sử dụng giá đựng ống nhãn hiệu Nunc đóng/mở ống bằng một tay. Không được đặt nắp ống đông lạnh trên bất kỳ bề mặt nào.
	15.6. Ly tâm Lần cuối
	Lưu ý: Nếu các tế bào được đông lạnh dưới dạng Hạt PBMC không sống được (PEL) và dạng các tế bào sống được, thì loại bỏ thể tích PBMC cần để tạo ra các hạt tế bào không sống được trước bước ly tâm cuối cùng và hoàn tất xử lý các hạt tế bào không sống ...
	15.6.1. QS (tăng thể tích nhũ tương tế bào lên) đến 45mL bằng WDR và cho (các) ống hình nón chứa các tế bào đã lấy và pha loãng trong máy ly tâm.
	15.6.2. Ly tâm các tế bào pha loãng ở 200-400 x g trong 10 phút ở 15 C-25 C (hoặc đến 30 C, tùy theo điều kiện khí hậu) tùy chọn hãm.
	15.6.3. Xác minh các ống đông lạnh đã được dán nhãn và tiếp cận dễ dàng.
	15.6.4. Chọn ngăn đông lạnh điều tốc: StrataCooler®, Mr. Frosty™, CoolCell®. Dán nhãn (các) ngăn đông lạnh thích hợp để nhân viên phòng thí nghiệm xác định hàm lượng. Bảo đảm ngăn này ở đúng nhiệt độ để sử dụng tại thời điểm đặt ống và tiếp cận dễ dàn...
	15.7. Chia nhỏ để bảo quản lạnh
	Lưu ý: Phải thực hiện nhanh các bước sau để đảm bảo tính toàn vẹn của tế bào.
	15.7.1. Lấy ra và loại bỏ chất phía trên WDR một cách cẩn thận mà không làm xáo trộn các hạt tế bào bằng cách rót nhanh vào các thùng chứa chất thải lỏng quy định trong BSC. Có thể sử dụng các phương pháp khác như thải bỏ bằng pipet huyết thanh hoặc b...
	15.7.2. Tái nhũ tương (các) hạt bằng thể tích CPS lạnh (Vf ) đã được xác định trong mục 15.4.
	Lưu ý: Làm lạnh trước các ống và/hoặc sử dụng đá lạnh ẩm.
	Lưu ý cho HVTN: Không ưu tiên làm lạnh lại các ống đông lạnh và sử dụng đá lạnh ẩm và phải được Trung tâm Phòng thí nghiệm HVTN phê duyệt trước khi sử dụng với các mẫu của mạng lưới HVTN.
	15.7.2.1. Tái nhũ tương nhẹ nhàng hạt tế bào trước khi thêm CPS bằng cách gõ nhẹ vào ống, sắp xếp ống hoặc hút pipet.
	15.7.2.2. HVTN khuyến cáo tái nhũ tương hạt bằng cùng thể tích đo được/theo dấu được của CPS được dùng trong các bước trước để tái nhũ tương hạt. Đừng quên trừ thể tích này khỏi tổng thể tích CPS cuối cùng cần thêm vào nếu tổng thể tích tái nhũ tương ...
	15.7.2.3. Thêm nhẹ nhàng CPS vào các tế bào đã tái nhũ tương bằng cách khuấy liên tục.
	15.7.3. Thực hiện nhanh sau khi đã thêm CPS vào. Không để các tế bào trong dung dịch đông lạnh lâu hơn 10 phút trước khi cho vào tủ đông lạnh.
	15.7.4. Trộn nhũ tương nhẹ nhàng và nhanh bằng pipet huyết thanh trước khi chia nhỏ. Duy trì nhũ tương này suốt quá trình đặt ống.
	15.7.4.1. Chia nhỏ 1mL trên mỗi ống đông lạnh, trừ khi có hướng dẫn khác của SPLI/LPC/LM cụ thể theo giao thức xử lý.
	Lưu ý: Phân bổ đều lượng thể tích thừa vào tất cả ống đông lạnh cho PTID đó.
	15.8. Đông lạnh có kiểm soát tốc độ qua đêm
	15.8.1. Sau khi xử lý và đếm, hãy hoàn tất các bước bắt buộc để đông lạnh tế bào ngay lập tức.
	15.8.2. Đặt máy đông lạnh điều tốc đã chọn lọc để chuyển: Agilent Technologies StrataCooler®, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell®. Xem Mục 7.5 để biết thông tin về lưu trữ và bảo quản.
	15.8.3. Chuyển ngay tất cả các ống đông lạnh theo thứ tự ID mẫu chung theo chuỗi vào máy đông lạnh có kiểm soát tốc độ.
	Đối với tất cả CRFU, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® và Agilent Technologies StrataCooler®, hãy đóng bình chứa và cho vào tủ đông lạnh -80 C (-65 C đến -95 C cho ACTG, -70 C đến -95 C cho HVTN và HPTN) ở vị trí không bị xáo trộn do sử dụng tủ...
	Đối với CryoMed® hoặc các tủ đông lạnh điều tốc cơ học khác, thì bắt đầu chương trình làm lạnh theo SOP tại chỗ thích hợp. (Lưu ý cho HVTN: Không được dùng tủ đông lạnh điều tốc cho các mẫu HVTN).
	15.8.4. Ghi lại ngày/giờ làm đông lạnh ngay trên bảng quy trình xử lý PBMC. Nhập ngày/giờ đông lạnh đã ghi trên bảng quy trình xử lý vào LDMS.
	15.9. Ghi lại tất cả các yếu tố chính theo yêu cầu của mạng lưới và phòng thí nghiệm.
	16. Kiểm tra Chất lượng
	16.1. Hiệu suất Tế bào
	Điều quan trọng là phải biết sự phục hồi dự kiến cho nhóm người tham gia được tiến hành xử lý. Hiệu suất tế bào có thể là bộ đánh dấu kiểm soát chất lượng nội bộ cho mỗi lần chạy. Hiệu suất ngoài giới hạn dự kiến có thể cho thấy lỗi quy trình, giảm ch...
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	17.3. Chuyển PBMC vào bình dewar LN2 hoặc tủ đông lạnh cơ học -150 C.
	Lưu ý cho HVTN: Bảo quản LN2 hoặc sử dụng bình dewar LN2 hoặc tủ đông lạnh cơ học -150 C là không được phép để bảo quản HVTN PBMC, trừ những trường hợp đặc biệt. Các phòng thí nghiệm không được chuyển mẫu từ tủ đông lạnh -80 C, trừ khi được hướng dẫn ...
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