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1. จุดประสงค์ 

1.1. กระบวนการปฏิบตัิงานมาตรฐาน (Standard Operating Procedure, SOP) นีÊอธิบายกระบวนการสาํหรับการแยกและการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง 

(cryopreservation) สาํหรับเซลลเ์ม็ดเลือดชนิดนิวเคลียสเดียวจากเลือดส่วนปลาย (PBMC) จากเลือดครบ 

2. ขอบเขต 

2.1. กระบวนการนีÊจะใชส้าํหรบัการทาํกระบวนการตวัอยา่งเลือดสาํหรับการแยก การเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง และการจดัเก็บตวัอยา่ง PBMC 

2.2. คาํแนะนาํทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยัของเครือข่ายจะใชแ้ทนคาํแนะนาํใน SOP นีÊ  

3. ทีÉมา 

3.1. PBMC ทีÉเก็บหรือเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉงใหม่ ๆ จะใชเ้พืÉอประเมินวตัถุประสงคข์องการศึกษา การสอบวเิคราะห์เหล่านีÊตอ้งมี PBMC 

ทีÉถูกแยกและเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉงภายใตส้ภาวะทีÉกาํหนดไวอ้ยา่งเคร่งครัด ซึÉงจะทาํให้แน่ใจว่ามีการฟืÊ นตวั (recovery) ความอยู่รอดได ้(viability) 

และความสามารถในการทาํหนา้ทีÉ (functionality) ทีÉเหมาะสมทีÉสุด การทาํกระบวนการและแช่แขง็เลือดภายใน 8 

ชัÉวโมงนับจากเวลาทีÉเจาะเลือดเพืÉอรกัษาการทาํหนา้ทีÉสูงสุดของเซลลใ์นการสอบวเิคราะห์เพืÉอตรวจติดตามภมูิคุม้กนันัÊนเหมาะสมทีÉสุด 

4. อํานาจและความรับผดิชอบ 

4.1. ผูอ้าํนวยการ/PI (หรือผูไ้ดรั้บการแต่งตัÊง) ของศูนยห์้องปฏิบตัิการของเครือข่ายจะมีอาํนาจในการกาํหนด ทบทวน และอปัเดตกระบวนการนีÊ  

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

4.3. ผูอ้าํนวยการห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการจะเป็นผูรั้บผิดชอบในการดาํเนินการ SOP ของ HANC 

นีÊและตรวจสอบให้แน่ใจว่าบุคลากรทีÉเหมาะสมทัÊงหมดไดรั้บการฝึกอบรม 

4.4. บุคลากรทัÊงหมดของสถานทีÉและห้องปฏิบตัิการทีÉมีส่วนเกีÉยวขอ้งในการเก็บ การทาํกระบวนการ และ/หรือการจดัการ PBMC 

จะเป็นผูรั้บผิดชอบในการอ่านและทาํความเขา้ใจ SOP นีÊก่อนดาํเนินกระบวนการทีÉอธิบายไว ้

4.5. ห้องปฏิบติัการทัÊงหมดตอ้งใช ้SOP เกีÉยวกบั PBMC ของ HANC ฉบบัปัจจุบนัตามทีÉเขียนไวเ้พืÉอให้ได ้PBMC สาํหรับโครงการวิจยัของเครือข่าย 

5. การรายงานผล 

5.1. เครือข่ายทัÊงหมดตอ้งใชแ้ผน่งานการทาํกระบวนการกบั PBMC และระบบการจดัการขอ้มูลห้องปฏิบติัการ (LDMS) เพืÉอติดตามรายละเอียดการทาํกระบวนการหลกั 

รวมถึงเวลาในการทาํกระบวนการ การคาํนวณ และการจดัทาํเอกสารเกีÉยวกบัปัญหาทีÉเกิดขึÊนในระหว่างการทาํกระบวนการ 

5.1.1. สาํหรบั HPTN และ HVTN ตอ้งใชแ้ผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิัยโดยทัÊงหมด 

เวน้แต่จะหมายเหตุไวเ้ป็นอยา่งอืÉนในคาํแนะนาํห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ (Processing Laboratory Instruction, SPLI) 

หรือคู่มือห้องปฏิบตัิการ (Laboratory Manual, LM) ของโครงการวิจยั ในกรณีทีÉไม่ตอ้งใชแ้ผ่นงาน PBMC ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิยั ซึÉงพบไดน้อ้ย 

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

5.1.2. สาํหรบัโครงการวจิยัของ ACTG ตอ้งบนัทึกส่วนประกอบทัÊงหมดทีÉบ่งชีÊไวใ้นแผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ของ ACTG ในภาคผนวก B 

5.2. ตอ้งใช ้LDMS เพืÉอบนัทึกขอ้มูลผูเ้ขา้ร่วมและการทาํกระบวนการ สร้างตวัระบุทีÉไม่ซํÊากนั สร้างฉลากไครโอไวแอล (cryovial) บนัทึกสถานทีÉจดัเก็บ 

และสร้างรายการการขนส่ง 

5.3. องคป์ระกอบหลกัทีÉจาํเป็นสาํหรับการติดตามการทาํกระบวนการกบั PBMC ไดแ้ก่: 

ตารางองค์ประกอบหลัก 

องค์ประกอบหลักสําหรับ การติดตามการทํากระบวนการกับ PBMC สถานทีÉบันทึก 

ห้องปฏิบติัการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ W L 

ID ของผูเ้ขา้ร่วม W L 

หมายเลขนดัหมาย W L 

โครงการวิจยั W L 

ID ของสิÉงส่งตรวจทัÉวโลกของ LDMS สร้างโดยอตัโนมตัิโดย LDMS 

วนัทีÉ/เวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการ W L 
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ชืÉอยอ่ของเจา้หนา้ทีÉเทคนิคทีÉทาํกระบวนการ (เจา้หนา้ทีÉเทคนิค) W L 

วิธีการนบั (ชืÉอเครืÉองมือหรือการนับดว้ยมือ) W 

WDR ในปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สําหรับการนับ (V) W 

ความเขม้ขน้เฉลีÉยของจาํนวนเซลลจ์ากการนับ (C) W 

จาํนวนเซลลเ์ป้าหมายต่อไวแอล (N1) W 

จาํนวนเซลล์ทัÊงหมด (T) = C x V W L 

คาํนวณปริมาตรสุดทา้ยของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS (Vf) W 

วนัทีÉและเวลาทีÉถูกแช่แขง็ W L 

ความคิดเห็นและการเบีÉยงเบนจากโครงการวิจยั รวมถึง แต่ไม่จาํกดัเพียง: 

• สภาวะของสิÉงส่งตรวจทีÉไม่คาดคิดทัÊงหมด 

• เลือดทีÉจบัตวัเป็นลิÉม (จาํนวนหลอดทีÉมีลิÉมเลือด จาํนวนหลอดทัÊงหมดจากชุดการผลิต (batch) ของ PTID 

และรายละเอียดการทาํกระบวนการ) 

• เซลลที์Éไดท้ีÉตํÉากว่าช่วงทีÉคาดไว ้

• ความผิดปกติในการทาํกระบวนการ 

• ขัÊนตอนการแกไ้ขปัญหาทีÉดาํเนินการ 

• หมายเหตุ หากเวลาทัÊงหมด >8 ชัÉวโมง 

• เวลาทาํกระบวนการ >4 ชัÉวโมง 

W 

วนัทีÉ/เวลาทีÉเก็บ W L 

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

เฉพาะ ACTG เท่านัÊน: FBS (ผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นทีÉผลิต และวนัหมดอาย)ุ L 

CPS (ปริมาตรของ DMSO และ FBS) W 

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

สภาวะของเลือด (เช่น SAT/HEM/CLT) W L 

ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดท้ีÉวดัได ้ W L 

จาํนวนเซลล์จากการนบั W 

จาํนวนเซลล์จริงต่อไวแอล (N2) W L 

จาํนวนไครโอไวแอลทีÉถูกแช่แขง็ W L 

ขอ้มูลการจดัเก็บในตูแ้ช่แขง็ (มอดูลการจดัเก็บของ LDMS) O L 

การยืนยนัการควบคุมคุณภาพรีเอเจนตด์ว้ยสายตา (เจา้หนา้ทีÉเทคนิค) O 

เซลลที์Éได/้มิลลิลิตรของเลือดครบ W 

ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS ทีÉประมาณไว ้(V1) W 

การยืนยนัการควบคุมคุณภาพฉลาก LDMS สาํหรับเนืÊอหา/บาร์โคด้ (เจา้หนา้ทีÉเทคนิค) W 

การยืนยนัการขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัสถานทีÉเก็บกล่องจดัเก็บทีÉกาํหนดโดย LDMS (เจา้หนา้ทีÉเทคนิค) W 

วนัทีÉ/เวลาทีÉขนถ่ายไครโอไวแอลจากหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราไปยงักล่องจดัเก็บ W 

การทบทวนขัÊนสุดทา้ย ผูท้บทวน/วนัทีÉ W 

W= ตอ้งทาํการติดตามในแผ่นงาน PBMC 

L = ตอ้งทาํการป้อนขอ้มูล/ติดตามใน LDMS 

O = เลือกไดว่้าจะทาํการติดตามในแผน่งานหรือสืÉอเสริมเกีÉยวกบัการติดตามหรือไม่ 

6. สิÉงส่งตรวจ 

6.1. เลือดครบทีÉใส่สารกนัเลือดเป็นลิÉมใหม่ ๆ ทีÉเก็บตามขอ้กาํหนดของโครงการวิจยั 

6.2. สภาวะในการจดัการ 

6.2.1. ควรเก็บสิÉงส่งตรวจไวท้ีÉอุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ตัÊงแต่เวลาเก็บจนถึงเมืÉอนาํส่งไปยงัห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการ 
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6.2.2. ควรนาํส่งสิÉงส่งตรวจไปยงัห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการโดยเร็วทีÉสุด (แนวปฏิบตัิทีÉดีทีÉสุดจะอยูภ่ายใน 30 นาทีถึง 4 ชัÉวโมงหลงัจากการเก็บ) 

เพืÉอให้ห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการมเีวลาเพียงพอในการดาํเนินกระบวนการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉงให้เสร็จสิÊน 

คลินิกควรพูดคุยเกีÉยวกบัขอ้กาํหนดจาํเพาะกบัห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการก่อนการรับเขา้โครงการวิจยั 

6.2.3. ห้องปฏิบติัการทีÉทาํกระบวนการควรทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจโดยเร็วทีÉสุดเมืÉอไดรั้บ (แนวปฏิบตัิทีÉดีทีÉสุดจะเป็นเริÉมทาํกระบวนการภายใน 30 

นาทีหลงัจากไดรั้บตวัอยา่ง): 

• เวลาทาํกระบวนการ (เวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการ) คือเวลาทีÉหลอดถูกเปิดหรือใส่ในเครืÉองปัÉนเหวีÉยงเป็นครัÊ งแรก แลว้แต่ว่าเหตุการณใ์ดเกิดขึÊนก่อน 

• เวลาทีÉถูกแช่แข็งหมายถึงเวลาเมืÉอ: 

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

SPLI/LPC/LM สาํหรบัช่วงอุณหภมูิทีÉยอมรับได ้โดยคาํนึงถึงความผนัผวนของอุณหภมูิตูแ้ช่แขง็ทีÉเกิดขึÊนเป็นประจาํ 

o โปรแกรมทาํความเยน็ของตูแ้ช่แข็งแบบควบคุมอตัรา เช่น CryoMed® เริÉมทาํงานแลว้ 

หมายเหตุ: ไม่อนุญาตให้ใชตู้แ้ช่แขง็แบบควบคุมอตัราสาํหรับตวัอยา่งของ HVTN 

• เวลาทัÊงหมดคาํนวณจากเวลาเก็บสิÉงส่งตรวจและเวลาทีÉถูกแช่แขง็ โดยในอุดมคต ิเวลานีÊคือ 8 ชัÉวโมงหรือนอ้ยกว่า 

แต่ควรทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจทัÊงหมดโดยไม่คาํนึงถึงเวลาทัÊงหมด 

• เวลาทาํกระบวนการทัÊงหมดคาํนวณจากเวลาทาํกระบวนการและเวลาทีÉถูกแช่แขง็ แนะนาํให้นอ้ยกว่าสีÉชัÉวโมง และการทาํกระบวนการนอ้ยกว่า 

3 ชัÉวโมงเป็นเวลาในอุดมคติ 

6.2.4. ห้ามแช่เยน็หรือแช่แขง็เลือดครบ ห้ามวางเลือดให้สัมผสักบัถุงประคบเยน็โดยตรง หากท่านใชถุ้งประคบเยน็ในสภาวะทีÉร้อนจดั 

6.3. สิÉงส่งตรวจรอง 

6.3.1. สิÉงส่งตรวจทีÉจบัตวัเป็นลิÉม 

6.3.1.1. ควรทาํกระบวนการกบัเลือดทัÊงหมดโดยไม่คาํนึงถึงว่าเลือดจบัตวัเป็นลิÉมหรือไม่ เวน้แต่โครงการวิจยัจะมีคาํสัÉงไวเ้ป็นอยา่งอืÉน 

6.3.1.2. นาํลิÉมเลือดออกและทาํกระบวนการตอ่ตามปกติ 

6.3.1.3. ทาํเครืÉองหมายสภาวะเป็น CLT ในแผ่นงานและใน LDMS ระบุรายละเอียดในหัวขอ้ความคิดเห็นของแผน่งานการทาํกระบวนการ 

6.3.2. สิÉงส่งตรวจทีÉมีเม็ดเลือดแดงแตก 

6.3.2.1. การแตกของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) อาจส่งผลต่อคุณภาพของ PBMC 

6.3.2.2. ทาํกระบวนการตามปกติ 

6.3.2.3. ทาํเครืÉองหมายสภาวะเป็น HEM ในแผ่นงานและใน LDMS ระบุรายละเอียดในหัวขอ้ความคิดเห็นของแผ่นงานการทาํกระบวนการ 

6.3.3. เซลลที์Éไดต้ํÉา 

6.3.3.1. หากหลงัจากดาํเนินการนับเซลลแ์ลว้ เซลลท์ีÉไดไ้ม่เพียงพอต่อความตอ้งการของโครงการวจิยั 

โปรดติดต่อคลินิกเพืÉอขอสิÉงส่งตรวจทดแทนทีÉเป็นไปได ้หากเซลลท์ีÉได ้≤0.4 x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 

โปรดติดต่อคลินิกเพืÉอขอตวัอยา่งทดแทนทีÉเป็นไปไดแ้ละแจง้ให้ศูนยห์้องปฏิบตัิการของเครือข่าย (HVTN, HPTN) หรือทีมโครงการวิจยั (ACTG) 

ทราบ 

6.3.3.2. บนัทึกขัÊนตอนการแกไ้ขปัญหาหรือการทวนสอบขอ้มูลทีÉดาํเนินการในหัวขอ้ความคิดเห็นของแผ่นงานการทาํกระบวนการ 

6.4. สิÉงส่งตรวจทีÉยอมรับไม่ได ้

6.4.1. สิÉงส่งตรวจทีÉไม่ติดฉลากหรือติดฉลากไม่ถูกตอ้งจะถูกปฏิเสธ 

6.4.2. ปฏิบตัิตามคาํแนะนาํของเครือข่ายสาํหรับการปฏิเสธสิÉงส่งตรวจทีÉล่าชา้ 

6.4.3. ตวัอยา่งทีÉรัÉว: แจง้ให้คลินิกทราบหากตวัอยา่งใด ๆ รัÉวและตดัสินวา่ตวัอยา่งดงักล่าวสามารถใชไ้ดห้รือไม่ 

ความปราศจากเชืÊอของตวัอยา่งและความปลอดภยัของบุคลากรห้องปฏิบติัการทีÉจดัการตวัอย่างเป็นสิÉงสาํคญัอยา่งยิÉง 

7. อุปกรณ์ 

7.1. การเตรียมและการทาํกระบวนการ 

7.1.1. ตูชี้วนิรภยั (biosafety cabinet, BSC) คลาส II ระดบัทีÉ 2 หรือสูงกว่า 
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7.1.2. เครืÉองปัÉนเหวีÉยงความเร็วตํÉา (สามารถปัÉนเหวีÉยงทีÉ 200 ถึง 1000 x แรงโนม้ถ่วง) ทีÉมีโรเตอร์ทีÉมีถว้ยใส่หลอดแบบเหวีÉยงไปมา (swinging bucket rotor) 

ควรเป็นแบบแช่เยน็ แต่อุณหภมูโิดยรอบก็ยอมรับได ้ตอ้งมีถว้ยใส่หลอด (bucket) ทีÉมีฝาครอบ/ฝาปิด 

7.1.3. ไมโครปิเปตในช่วง 20, 200, 1000 ไมโครลิตร 

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

7.1.5. ตูแ้ช่เยน็ 2 ถึง 8°ซ 

7.1.6. ตูแ้ช่แขง็ -20°ซ (หรือตํÉากว่า) ทีÉไม่มีระบบละลายนํÊาแขง็อตัโนมตัิ (สาํหรับการจดัเก็บ FBS) 

7.1.7. ตูแ้ช่แขง็ -80°ซ (-65 ถึง -95°ซ สาํหรับ ACTG, -70 ถึง -95°ซ สาํหรับ HVTN และ HPTN) สาํหรบัการจดัเก็บ PBMC ระยะสัÊน 

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

HVTN เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS ทีÉไดรั้บอนุมตัิจาก HVTN ให้ห้องปฏิบตัิการในลกัษณะทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อนแลว้ (heat inactivated)) 

7.1.9. ถว้ยหรือบีกเกอร์สาํหรับสารฟอกขาวหรือสารฆา่เชืÊออืÉน ๆ 

7.1.10. แท่นวาง (rack) ทีÉเหมาะสาํหรับวางหลอดเก็บเลือด (blood collection tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร และหลอดแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร 

แบบตัÊงขึÊนในระหว่างขัÊนตอนการทาํกระบวนการและการขนส่ง 

7.1.11. แท่นวางไครโอไวแอลเพืÉอให้สามารถเปิด/ปิดไครโอไวแอลดว้ยมือเดียวในระหว่างขัÊนตอนการแอลิควอต (aliquoting) (ควรใชแ้ท่นวางทีÉจาํเพาะต่อ Nunc) 

7.2. อุปกรณ์ทีÉ LDMS ตอ้งใช ้(ดูขอ้กาํหนดในเวบ็ไซต ์LDMS และขอ้กาํหนดทีÉจาํเพาะตอ่เครือข่ายสาํหรับรายละเอียด) 

7.2.1. คอมพิวเตอร์ทีÉเป็นไปตามขอ้มูลจาํเพาะทีÉ Frontier Science กาํหนดไวส้าํหรับ LDMS บนเว็บไซต์ 

7.2.2. เครืÉองพิมพส์าํหรับฉลากทีÉสร้างดว้ย LDMS 

7.2.3. เครืÉองสแกนบาร์โคด้ 2 มิติ 

7.2.4. ฉลากทีÉเขา้กนัไดก้บั LN2 ทีÉมีพืÊนทีÉพิมพ ์1x1 นิÊว 

7.2.5. ผา้หมึกทีÉเขา้กนัไดก้บั LN2 ทีÉจาํเพาะตอ่เครืÉองพิมพ ์ทนต่อรอยขีดข่วนและสารเคมี 

7.3. อุปกรณ์ไนโตรเจนเหลว (LN2) (หากเครือข่ายตอ้งการ) 

7.3.1. ถงัจดัเก็บ LN2 (≤ -140°ซ) 

7.3.2. ถงัเก็บ LN2 สาํหรบัขนส่งแบบแห้งทีÉไดรั้บอนุมตัิจาก IATA 

7.4. การนบัเซลล:์ 

หมายเหตุ: วิธีการนับอาจตอ้งไดรั้บอนุมตัิจากเครือข่าย ปฏิบตัิตามกระบวนการเทียบมาตรฐาน (calibration procedure) 

ของผูผ้ลิตทีÉเกีÉยวขอ้งหากใชเ้ครืÉองนบัเซลลอ์ตัโนมตัิ 

7.4.1. เครืÉองนับเซลลอ์ตัโนมตัิทีÉสามารถนบัจาํนวนเซลลท์ีÉมีชีวิต (Beckman-Coulter Vi-Cell, Muse® หรือสิÉงทีÉเทียบเท่า) โดยปกติ HVTN 

ไม่อนุมตัิเครืÉองนับเซลลค์ลาสนีÊสาํหรบัตวัอยา่งใหม่ ๆ 

7.4.2. เครืÉองนับเซลลอ์ตัโนมตัิทีÉไม่สามารถแยกแยะเซลลท์ีÉมีชีวิต (Coulter Counter, Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® หรือสิÉงทีÉเทียบเท่า) 

หมายเหตุ: อาจใชเ้ครืÉองนับเซลลอ์ตัโนมตัิทีÉไม่สามารถระบุเซลลท์ีÉมีชีวิตเพืÉอให้ไดจ้าํนวนเซลลท์ัÊงหมดจากการนบัโดยไม่แยกแยะเซลลท์ีÉมีชีวิต 

อยา่งไรก็ตาม หากกาํลงัเตรียมสิÉงส่งตรวจสาํหรับการทดสอบความชาํนาญ (Proficiency Testing Program) ในการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉงสาํหรับ 

PBMC ของ IQA ตอ้งมีจาํนวนเซลลท์ีÉมีชีวิตจากการนบั 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: หากกาํลงัจะใชเ้ครืÉองนบัอตัโนมตัิเพืÉอจุดประสงคข์องโครงการวิจยั เครือข่ายแนะนาํอยา่งยิÉงให้ใชเ้ครืÉองนับคลาสนีÊ  

วิธีการนบัตอ้งไดรั้บการทบทวนและไดรั้บอนุมตัิล่วงหนา้จาก HVTN 

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

หมายเหตุ: หากใชส้ไลดน์บัเซลลด์ว้ยมอืกบัสีทริแพนบลู ตอ้งนับจาํนวนเซลลท์ีÉมีชีวิตและนาํมาใชส้าํหรับการคาํนวณเซลล ์หากใชสี้คริสตลัไวโอเล็ต 

สามารถใชจ้าํนวนเซลลท์ัÊงหมดจากการนบัสาํหรบัการคาํนวณเซลล์ 

7.5. การเก็บรกัษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง 

หมายเหตุ: อาจใชห้นึÉ งในหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอตัรา (CRFU) ต่อไปนีÊตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิต ควรใช ้StrataCooler® ของ Agilent Technologies และ Corning® 

CoolCell® 
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หมายเหตุ: หากไม่ปฏิบตัิตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิต ตอ้งดาํเนินการศึกษาเพืÉอตรวจสอบความเทีÉยงตรง (validation study) 

7.5.1. มอดูลการเก็บรกัษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง StrataCooler® ของ Agilent Technologies - 400005 

7.5.1.1. StrataCooler® ตอ้งมีอุณหภูมิ 2 ถึง 8°ซ ก่อนเริÉมทาํให้ไครโอไวแอลเยน็ลง ห้ามใส่ไครโอไวแอลใน StrataCooler® 

ทีÉมีอุณหภมูิตํÉากว่าอุณหภมูเิริÉมตน้ทีÉ 2°ซ 

7.5.2. Corning® (เดิมชืÉอ BioCision®) CoolCell® 

7.5.2.1. ตอ้งแน่ใจว่าชิÊนส่วนทัÊงหมดของ CoolCell® รวมถึงแหวนกลาง (central ring) กลบัสู่อุณหภมูิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ 

โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) ระหว่างการใชง้านแต่ละครัÊ ง 

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

7.5.3.1. ควรเก็บ Mr. Frosty™ ไวท้ีÉอุณหภมูโิดยรอบ (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภมูิอากาศ) ระหว่างการใชง้านแต่ละครัÊ ง 

7.5.3.2. ระดบัไอโซโพรพานอลตอ้งถูกตอ้ง และตอ้งเปลีÉยนไอโซโพรพานอลทัÊงหมดหลงัจากรอบการแช่แข็ง-การละลายรอบทีÉห้า ตอ้งใชบ้นัทึก (log) 

เพืÉอติดตามรอบการแช่แขง็/การละลายและการเปลีÉยนแปลงของรีเอเจนต ์ดูภาคผนวก C 

7.5.4. ตูแ้ชแ่ข็งแบบควบคุมอตัรา เชน่ หอ้งแชแ่ข็ง CryoMed® (Gordinier) (หมายเหตุสําหรบั HVTN: 
ไม่อนุญาตใหใ้ชตู้แ้ชแ่ข็งแบบควบคุมอตัราสําหรบัตวัอย่างของ HVTN) 

8. วัสดุใช้แล้วทิÊง 

8.1. พลาสติก 

8.1.1. ปิเปตทางซีรมัวทิยาแบบใชแ้ลว้ทิÊงขนาด 1, 5, 10, 25, 50 มิลลิลิตร ปราศจากเชืÊอ 

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

8.1.3. หลอดปัÉนเหวีÉยงแบบใชแ้ลว้ทิÊงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชืÊอขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

8.1.4. หลอดแยกเซลลท์ีÉมีตวักัÊนแบบฟริต (CSTFB) ขนาด 50 มิลลิลิตร แห้ง (ไม่ไดจ้ดัซืÊอในรูปแบบเตมิตวักลางสาํหรบัการแยกเซลลไ์วล้่วงหนา้) 

8.1.4.1. จาํเป็นสาํหรับการทาํกระบวนการของ HVTN ทบทวน LPC/SPLI/LM สาํหรบัขอ้กาํหนดทีÉจาํเพาะต่อโครงการวิจยัสาํหรับเครือข่ายทัÊงหมด 

8.1.5. ไวแอลแบบไครโอเจนิก (ไครโอไวแอล) ทีÉมีเกลียวในขนาด 1.8 มิลลิลิตร ถึง 2 มิลลิลิตร และฝาเกลียวทีÉมีแหวนรูปตวัโอ ปราศจากเชืÊอ 

ทาํจากพอลิโพรพิลีนเท่านัÊน ตัÊงไดเ้อง มีขีดบอกปริมาตร กนัรัÉวได ้ซึÉงผลิตขึÊนสาํหรับการเก็บรักษา LN2 ในเฟสไอ (ประมาณ -140°ซ) ยืนยนัการยอมรับ 

(acceptability) การใชสิ้Éงใด ๆ แทนทีÉไวแอลแบบไครโอเจนิกกบัเครือข่ายก่อนทาํการจดัซืÊอ (ดูภาคผนวก F) 

หมายเหตุ: ต้องไม่ใชห้ลอดทีÉมีฝาสแน็ป นอกจากนีÊ  ตอ้งไม่เตมิสารในไครโอไวแอลเกินความจุทีÉผูผ้ลิตระบุไวห้รือจนถึงดา้นบนสุดของหลอด 

8.1.6. เลือกได:้ ขวด/ขวดรูปชมพู่แบบใช้แลว้ทิÊงปราศจากเชืÊอ คอ 45 มิลลิเมตร ขนาด 250 ถึง 500 มิลลิลิตร 

สาํหรบัการรวมเลือดครบในปริมาตรมากทีÉเจาะมาก่อนการแยก PBMC 

8.1.7. เลือกได:้ ปิเปตสาํหรับถ่ายสาร (transfer pipet) ทีÉทาํจากพลาสติกปราศจากเชืÊอขนาด 5 มิลลิลิตร ทีÉบรรจุในซองแยก 

8.1.8. เลือกได:้ หลอดแยกเซลลท์ีÉมีตวักัÊนแบบฟริต (CSTFB) ขนาด 50 มิลลิลิตร ทีÉเติมสารไวล่้วงหนา้ 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ไม่ใช่สิÉงทีÉเลือกไดส้าํหรับการศึกษาของ HVTN กาํหนดวา่ห้องปฏิบตัิการตอ้งจดัซืÊอ CSTFB “แห้ง” (นัÉนคือ 

ไม่ไดจ้ดัซืÊอในรูปแบบเติมสารไวล้่วงหนา้) การใช ้CSTFB อืÉน ๆ ตอ้งไดรั้บอนุมตัิล่วงหนา้จากศูนยห์้องปฏิบติัการของ HVTN) 

8.2. ปากกามาร์กเกอร์ 

หมายเหตุ: ปากกามาร์กเกอร์สาํหรับเขียนบนหลอดและไวแอลควรมีปลายแหลม และหมึกแห้งเร็วไม่ลบเลือน 

8.3. ฉลาก 

หมายเหตุ: ฉลากและหมึกแบบไครโอเจนิกตอ้งเหมาะสาํหรบั -80°ซ หรืออุณหภมูใินการจดัเก็บ LN2 ในเฟสไอ 

9. อุปกรณ์ป้องกันส่วนบุคคล 

หมายเหตุ: ตอ้งมีอุปกรณ์ป้องกนัส่วนบุคคลทีÉเหมาะสาํหรับใชก้บัจุลชีพก่อโรคทางเลือด 

ปฏิบตัิตามแนวทางและแนวปฏิบตัิสาํหรับการจดัการผลิตภณัฑเ์ลือดของห้องปฏิบตัิการในทอ้งถิÉน 

9.1. เสืÊอคลุมหรือชุดคลุมสาํหรับใส่ในห้องปฏิบติัการ 
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9.2. อุปกรณ์ป้องกนัดวงตา 

9.3. ถุงมือไนไตรลช์นิดไม่มีแป้งหรือสิÉงทีÉเทียบเท่า 

9.4. ถุงมือไครโอ 

9.5. กระบงัป้องกนัใบหนา้ (ทีÉมีแผ่นปิดคาง หากขอ้บงัคบัดา้นชีวนิรภยัในทอ้งถิÉนแนะนาํว่าควรมีหรือกาํหนดไว)้ ซึÉงจาํเป็นเมืÉอทาํงานกบั LN2 

10. รีเอเจนต์ 

10.1. ตอ้งจดัซืÊอรีเอเจนตป์ราศจากเชืÊอและใชเ้ทคนิคปลอดเชืÊอ (aseptic technique) 

10.1.1. เก็บขวดทีÉเปิดแลว้ไวท้ีÉอุณหภูมิทีÉผูผ้ลิตแนะนาํจนกว่าจะใชห้มด จนกว่าจะไดรั้บคาํแนะนาํให้ทิÊงดา้นล่าง หรือจนกวา่จะถึง 

วนัหมดอายขุองผูผ้ลิต แลว้แต่ว่าเหตุการณใ์ดเกิดขึÊนก่อน 

10.1.2. ดูภาคผนวก F สาํหรบัผลิตภณัฑ์ทีÉแนะนาํ 

10.1.3. ทิÊงหากมีร่องรอยการปนเปืÊ อนทีÉสามารถมองเห็นได ้เช่น มีลกัษณะขุ่น 

10.2. รีเอเจนตส์าํหรับการลา้งและการเจือจาง (WDR) 

10.2.1. 1X สารละลายเกลือสมดุลของแฮงกส์ (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS) ทีÉไม่มีแคลเซียมหรือแมกนีเซียมแบบพร้อมใชง้าน 

10.2.2. 1X นํÊาเกลือทีÉบฟัเฟอร์ดว้ยฟอสเฟต (Phosphate-Buffered Saline, PBS) ทีÉไม่มีแคลเซียมหรือแมกนีเซียมแบบพร้อมใชง้าน 

10.3. ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (ความหนาแน่น 1.077 กรัม/มิลลิลิตร) 

10.3.1. ตวักลางปราศจากเชืÊอแบบพร้อมใชง้านสาํหรับการแยกลิมโฟไซตข์องมนุษยจ์ากเลือดส่วนปลาย ซึÉงไดล้ิมโฟไซตใ์นปริมาณมาก 

10.3.2. ดูภาคผนวก F สาํหรบัผลิตภณัฑ์ทีÉแนะนาํ 

10.4. หลอดแยกเซลลท์ีÉมีตวักัÊนแบบฟริต (CSTFB หากใช)้ จาํเป็นสาํหรับ HVTN เวน้แต่จะมีหมายเหตุทางเลือกไวใ้น SPLI/LPC/LM ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยั 

10.4.1. ระบบ CSTFB ทีÉไม่เติมสาร (รวม CSTFB แห้งกบัตวักลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 1.077) 

10.4.1.1. ปล่อยให้ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (DGM) อยูที่Éอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ปกป้องให้พน้แสง 

10.4.1.2. ทาํงานใน BSC โดยปฏิบติัตามเทคนิคปลอดเชืÊอ 

10.4.1.3. บนัทึกขอ้มูล CSTFB และ DGM ทีÉเกีÉยวขอ้งโดยตรงจากบรรจุภณัฑห์รือขวดทีÉใชล้งในแผ่นงาน PBMC CSTFB 

ทีÉเตรียมไวล้่วงหนา้ตอ้งมีฉลากทีÉมีขอ้มูลทีÉจาํเป็นทัÊงหมด วนัทีÉเตรียม และชืÉอยอ่ของบุคคลทีÉเตรียมหลอด 

10.4.1.4. เตรียมหลอดโดยการปิเปตปริมาตรของ DGM ทีÉเหมาะสาํหรับขนาดของหลอด CSTFB ทีÉใช ้(ตามหมายเหตุดา้นล่าง) 

ความจุของหลอด (มิลลิลิตร) ปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (มิลลิลิตร) 

50 มิลลิลิตร 15 มิลลิลิตร 

 

10.4.1.5. ปิดฝา CSTFB พร้อมกบัเติม DGM และปัÉนเหวีÉยงทีÉ 800 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 30 วินาที (หรือตัÊงเวลาตํÉาสุดมากกว่า 30 วินาที) ทีÉอุณหภูมิห้อง (15 

ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

10.4.1.6. ตอนนีÊ  DGM ควรอยู่ใตต้วักัÊนแบบฟริต ตรวจสอบหลอดเพืÉอหาช่องว่างหรือฟองอากาศขนาดใหญ่ระหวา่งชัÊน DGM และ 

ตวักัÊนแบบฟริต หรือเพืÉอหา DGM ทีÉยงัคงอยูเ่หนือฟริต 

10.4.1.7. หากมีช่องว่างหรือฟองอากาศขนาดใหญ่ใตฟ้ริต ให้เติมตวักลางเพิÉมเติม ปัÉนเหวีÉยง CSTFB อกีครัÊ งทีÉ 800-1000 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 30 วนิาทีถึง 

1 นาที (เลือกการตัÊงค่าเครืÉองปัÉนเหวีÉยงทีÉตํÉาสุด) และตรวจสอบซํÊา 

10.4.1.8. หากมีของเหลว (DGM) เหนือฟริต ให้ปัÉนเหวีÉยง CSTFB อีกครัÊ งทีÉ 800-1000 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 30 วินาทีถึง 1 นาที 

(เลือกการตัÊงค่าเครืÉองปัÉนเหวีÉยงทีÉตํÉาสุด) หากสารละลายเกรเดียนต์ของความหนาแน่นใด ๆ ยงัคงอยูเ่หนือฟริตหลงัจากการปัÉนเหวีÉยงซํÊา 

ให้นาํออกโดยการปฏิบตัิตามเทคนิคปลอดเชืÊอ 

10.4.1.9. ปฏิบตัิตามคาํแนะนาํในการจดัเก็บตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นของผูผ้ลิต 

10.4.2. CSTFB ทีÉเติมสารไวล่้วงหนา้ (ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 1.077) 
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หมายเหตุ: ความจุของหลอดทีÉจาํเป็นจะขึÊนอยู่กบัปริมาตรของเลือดครบ เก็บในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ใช ้CSTFB ทีÉจดัซืÊอในรูปแบบเตมิสารไวล้่วงหนา้ 

 ปกป้องให้พน้แสง 

 ลกัษณะขุ่นบง่ชีÊถึงการเสืÉอมสภาพของผลิตภณัฑ ์ทิÊงหากสังเกตเห็นร่องรอยการปนเปืÊ อนทีÉสามารถมองเห็นได ้

 ปล่อยให้ CSTFB ทีÉเติมสารไวล่้วงหนา้อยู่ทีÉอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) ก่อนใชง้าน 

10.5. รีเอเจนตส์าํหรับการแช่แขง็ 

10.5.1. ตอ้งมีซีรมัจากตวัอ่อนววั (Fetal Bovine Serum, FBS) ทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อน (ดูหัวขอ้ 11.1 FBS 

ทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อนสาํหรับรายละเอียดการจดัการและการบริหารจดัการ) 

หมายเหตุสําหรับ HVTN และการศึกษาร่วมของ HVTN-HPTN: เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS ทีÉไดรั้บอนุมตัิจาก HVTN ให้ห้องปฏิบตัิการ 

และห้ามจดัซืÊอนอกห่วงโซ่อุปทาน/กระบวนการของ HVTN 

หมายเหตุสําหรับการศึกษาร่วมของ HVTN-ACTG: เรืÉองนีÊจะพิจารณาเป็นรายโครงการวิจยั 

หมายเหตุสําหรับการศึกษาของ ACTG: มีรุ่นทีÉผลิตของ FBS ทีÉไดรั้บอนุมตัิจาํนวนจาํกดั โปรดดูทีÉ https://www.actg- impaact-lc.org ภายใต ้resources > 

documents สาํหรบัขอ้มูลการสัÉงซืÊอ FBS ในปัจจุบนัและรายการรุ่นทีÉผลิตทีÉไดรั้บอนุมตัิ โปรดตรวจสอบให้แน่ใจว่าไดป้้อนชืÉอผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นทีÉผลิต 

และวนัหมดอายุของ FBS ใน LDMS แลว้ 

10.5.1.1. ตรวจสอบรายชืÉอผูจ้าํหน่ายทีÉควรเลือกกบัเครือข่ายทีÉเกีÉยวขอ้ง 

10.5.1.2. ขอใบรบัรองผลการวเิคราะห์ (certificate of analysis) จากผูจ้าํหน่ายเก็บไวเ้ป็นบนัทึกเกีÉยวกบัการควบคุมคุณภาพของห้องปฏิบติัการในทอ้งถิÉน 

หมายเหตุ: อาจตอ้งใชส้าํเนาใบรับรองผลการวิเคราะห์ FBS ในการส่งออก (หรือนาํเขา้) แอลิควอตของ PBMC ระหว่างประเทศ 

10.5.1.3. FBS ทีÉเก็บแบบแช่แขง็ (≤ -20°ซ/ตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิต) สามารถใชไ้ดจ้นถึงวนัหมดอายขุองผูผ้ลิต 

10.5.1.4. FBS ทีÉละลายแลว้และเก็บไวท้ีÉ 2 ถึง 8°ซ จะมีความคงตวัเป็นเวลาหนึÉงเดือนปฏิทิน 

10.5.2. ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์(DMSO) เกรดสาํหรับการเพาะเลีÊยงเซลล ์

10.5.2.1. ใช ้DMSO เกรดสาํหรับการเพาะเลีÊยงเซลล์ 

10.5.2.2. เก็บขวดทีÉยงัไม่ไดเ้ปิดไวที้Éอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ตรวจสอบขวดเพืÉอดูวนัหมดอายุและทิÊงหากหมดอาย ุ

10.5.2.3. เมืÉอเปิดแลว้ DMSO ทีÉยงัไม่เจือจาง เมืÉอปกป้องให้พน้แสงและความชืÊน จะมีความคงตวัทีÉอุณหภูมิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ 

โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) เป็นเวลา 6 เดือน (หรือจนถึงวนัหมดอายขุองผูผ้ลิต หากวนัดงักล่าว < 6 เดือนนบัจากวนัทีÉเปิด) 

แกไ้ขฉลากบนขวดให้ตรงกบัวนัหมดอายใุหม่ 

10.5.2.4. ใชเ้ทคนิคปลอดเชืÊอเมืÉอนาํ DMSO ออกจากขวดเพืÉอหลีกเลีÉยงการปนเปืÊ อนทีÉอาจเกิดขึÊนได ้

10.5.2.5. ทิÊงสิÉงทีÉอยูใ่นขวดทีÉเปิดแลว้หากสังเกตเห็นร่องรอยการปนเปืÊ อนทีÉสามารถมองเห็นได ้

10.5.2.6. อาจแอลิควอตรีเอเจนตใ์นปริมาณเล็กนอ้ยเพืÉอช่วยรักษาความปราศจากเชืÊอ ติดฉลากแอลิควอตดว้ย “DMSO” ชืÉอผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นทีÉผลิต 

วนัทีÉเปิด/แอลิควอต วนัหมดอาย ุ(หกเดือนนับจากวนัทีÉเปิดหรือวนัหมดอายุจากขวดดัÊงเดิม แลว้แต่ว่าวนัใดจะถึงก่อน) 

และชืÉอยอ่ของเจา้หนา้ทีÉเทคนิค ปกป้องแอลิควอตให้พน้แสง 

10.5.3. สารฆา่เชืÊอ 

10.5.3.1. ขวดสเปรยส์ารฆ่าเชืÊอเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร 

10.5.3.2. ถว้ยหรือบีกเกอร์และขวดสเปรยส์าํหรับสารฟอกขาว 10% โดยปริมาตร/ปริมาตร (ตอ้งทาํเป็นรายวนั) 

10.5.3.3. สารฆา่เชืÊออืÉน ๆ ตามทีÉระบไุวใ้นนโยบายของห้องปฏิบติัการในทอ้งถิÉน 

10.6. รีเอเจนตส์าํหรับการนบัเซลล์ 

หมายเหตุ: ขอ้กาํหนดสาํหรับรีเอเจนตส์าํหรับการนบัจะแตกต่างกนัไดโ้ดยขึÊนอยูก่บัวิธีการทีÉใช ้ดู SOP/คาํแนะนาํทีÉไดรั้บอนุมตัิจากเครือข่ายสาํหรับวธีิการทีÉใช ้

ไม่อนุญาตให้ใชก้รดแกลเชียลแอซีติกสาํหรับการนบัดว้ยมือของ HVTN 

10.6.1. สารละลายทริแพนบลู 0.4% 
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10.6.2. เลือกได:้ สามารถใชส้ารละลายคริสตลัไวโอเล็ต 0.05% ในการยอ้มสีนิวเคลียสของเซลล ์

เพืÉอให้สามารถระบุและนบัเซลลท์ีÉมีนิวเคลียสเดียวโดยใชฮี้มาไซโตมิเตอร์ หากตอ้งการดูความอยูร่อดได ้

ตอ้งดาํเนินการนบัดว้ยมือครัÊ งทีÉสองโดยใชสี้ทริแพนบลู สารละลายคริสตลัไวโอเล็ต 0.05% มี: สีคริสตลัไวโอเล็ต 0.05 กรัม, กรดแกลเชียลแอซีติก 2 

มิลลิลิตร และ H2O กลัÉนหรือปราศจากไอออน 98 มิลลิลิตร 

11. การเตรียมรีเอเจนต์ 

11.1. FBS ทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อน (HI-FBS) 

หมายเหตุ: สามารถสัÉงซืÊอ HI-FBS จากผูผ้ลิต หรือสามารถสัÉงซืÊอ FBS จากผูผ้ลิต และลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อนในห้องปฏิบตัิการ 

ปฏิบตัิตามคาํแนะนาํเหล่านีÊสาํหรบัการละลาย การแอลิควอต และการใช้ 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS ทีÉไดรั้บอนุมตัิจาก HVTN ให้ห้องปฏิบตัิการในลกัษณะทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อนแลว้ ตอ้งขอ FBS 

ทีÉไดรั้บอนุมตัิจาก HVTN ผา่นทางห่วงโซ่อุปทาน/กระบวนการเกีÉยวกบั FBS ของ HVTN 

11.1.1. นาํ FBS ออกจากตูแ้ช่แขง็ 

11.1.2. ควรละลายในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) หรือละลายเป็นเวลาหลายชัÉวโมงทีÉอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ห้ามปล่อยให้ FBS อยูที่Éอุณหภมูหิ้องเป็นเวลาใด ๆ ทีÉนานกว่าทีÉจาํเป็นในการดาํเนินกระบวนการละลายให้เสร็จสิÊน 

11.1.3. ค่อย ๆ หมุนหลอดสองหรือสามครัÊ งตลอดเวลาทีÉทาํการละลาย 

11.1.4. ปฏิบตัิตามคาํแนะนาํเพิÉมเติมหาก FBS ไม่ถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อน หากผูผ้ลิตทาํการลดฤทธิÍ ของ FBS ดว้ยความร้อนแลว้  

ให้ขา้มไปทีÉ 11.1.5 

11.1.4.1. ใส่ FBS ในอ่างนํÊาควบคุมอุณหภมูิ 56°ซ (55 ถึง 57°ซ) ตรวจติดตามอุณหภมูิของอ่างนํÊาควบคุมอุณหภูมิอยา่งระมดัระวงั 

อุณหภมูทิีÉสูงกว่านีÊสามารถทาํให้ส่วนประกอบของ FBS เสืÉอมสภาพได ้

หมายเหตุ: ระดบันํÊาในอ่างนํÊาควบคุมอุณหภูมิควรเลยระดบัของ FBS ในขวด แต่ไม่ควรถึงฝาขวด การทาํเช่นนีÊจะช่วยให้แน่ใจวา่มีการให้ความร้อน 

FBS เท่า ๆ กนัและหลีกเลีÉยงการปนเปืÊ อน 

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

การให้ความร้อนเป็นเวลานานกวา่นีÊสามารถทาํให้ส่วนประกอบของ FBS เสืÉอมสภาพได ้

หมายเหตุ: ทาํความสะอาดขวดดว้ยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร ก่อนเปิด 

11.1.5. ค่อย ๆ ผสม HI-FBS แต่ทัÉวถึงโดยใชเ้ทคนิคปลอดเชืÊอ 

11.1.6. แอลิควอตลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชืÊอขนาด 50 มิลลิลิตร ทีÉติดฉลากแลว้ 

หรือแอลิควอตขนาดอืÉน ๆ ทีÉเหมาะสาํหรับปริมาณงานทีÉคาดไว ้

หมายเหตุ: ฉลากควรระบุวา่หลอดเหล่านีÊ เป็น “HI-FBS” และระบุชืÉอผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นทีÉผลิต วนัทีÉแอลิควอต สภาวะในการจดัเก็บ 

วนัหมดอายุดัÊงเดิมของผูผ้ลิต และชืÉอยอ่ของเจา้หนา้ทีÉเทคนิค FBS มีความคงตวัเป็นเวลา 1 เดือน (หากช่วงเวลา 1 

เดือนไม่เกินวนัหมดอายดุัÊงเดิมของผูผ้ลิต) ทีÉ 2 ถึง 8°ซ หรือจนถึงวนัหมดอายุดัÊงเดิมของผูผ้ลิตหากเก็บไวท้ีÉ -20°ซ 

อยา่ลืมอปัเดตวนัหมดอายุและสภาวะในการจดัเก็บบนแอลิควอต/ขวดทีÉนาํออกจากการจดัเก็บ -20°ซ เพืÉอใชง้าน 

11.1.7. แช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) หลอดแอลิควอตในจาํนวนทีÉจาํเป็นสาํหรับปริมาณงานทีÉคาดไว ้ผสมให้เขา้กนัดีก่อนใชง้าน 

ควรแช่แขง็หลอดแอลิควอตทีÉไม่ตอ้งใช้ทนัที และหลอดแอลิควอตจะมีความคงตวัจนถึงวนัหมดอายดุัÊงเดิมของผูผ้ลิต 

หมายเหตุ: รอบการแช่แข็ง/การละลายซํÊา ๆ จะมีผลไม่พึงประสงคต์่อคุณภาพของ FBS ห้ามแช่แขง็แอลิควอตทีÉเก็บไวท้ีÉอุณหภูมิแช่เยน็ซํÊาอีก 

11.1.7.1. ในการใชแ้อลิควอตทีÉถูกแช่แขง็ ควรละลายล่วงหนา้ในตูแ้ช่เยน็ขา้มคืน หรือละลายทีÉอุณหภมูิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ 

โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) เป็นเวลาหลายชัÉวโมง ห้ามปล่อยให้ FBS อยูที่Éอุณหภมูหิ้องเป็นเวลาใด ๆ 

ทีÉนานกว่าทีÉจาํเป็นในการดาํเนินกระบวนการละลายให้เสร็จสิÊน 

11.1.7.2. เมืÉอละลายแลว้ FBS จะมีความคงตวัเป็นเวลา 1 เดือนทีÉ 2 ถึง 8°ซ หรือวนัหมดอายุจากขวดดัÊงเดิม แลว้แต่ว่าวนัใดจะถึงก่อน 

อยา่ลืมอปัเดตวนัหมดอายุและสภาวะในการจดัเก็บบนแอลิควอต/ขวดทีÉนาํออกจากการจดัเก็บ -20°ซ เพืÉอใชง้าน ผสมให้เขา้กนัดีก่อนใชง้าน 
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11.2. สารละลายสาํหรับการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง (CPS) ใหม่ ๆ 

11.2.1. ส่วนประกอบของ CPS 

ส่วนประกอบ ร้อยละ (โดยปริมาตร/ปริมาตร) 

DMSO 10% 

FBS (ทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อน) 90% 

 

11.2.2. สาํหรบัการเตรียม CPS ให้ใช้วิธีทีÉ 1 สาํหรับ HVTN และ HPTN และวธีิทีÉ 2 สาํหรับ ACTG 

หมายเหตุสําหรับ ACTG: เมืÉอใชวิ้ธีทีÉ 2 สาํหรับ ACTG ให้ขา้มไปทีÉหัวขอ้ 11.2.7 

11.2.3. วิธีทีÉ 1: การเตรียม CPS สําหรับ HVTN/HPTN 

หมายเหตุ: นีÉคือวธีิการดัÊงเดิมของ HANC/วธีิการในปัจจุบนัของ HVTN และ HPTN ในการประมาณปริมาตร CPS ทีÉจาํเป็นล่วงหนา้ก่อนทาํกระบวนการ 

ใชเ้มืÉอกาํหนดจาํนวนเซลลเ์ป้าหมายต่อไวแอล (N1) และปริมาตรสุดทา้ยของแอลิควอต (V2) 

แต่จาํนวนแอลิควอตแตกตา่งกนัโดยขึÊนอยูก่บัจาํนวนเซลล์ทัÊงหมดทีÉเก็บได ้

11.2.3.1. ใชห้ลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 15 มิลลิลิตร หรือ 50 มิลลิลิตร แบบใชแ้ลว้ทิÊง ปราศจากเชืÊอ และติดฉลากแลว้เพืÉอบรรจุ CPS ทีÉเตรียมไว ้

11.2.3.2. เตรียม CPS ล่วงหนา้ โดยในอุดมคตคิวรเตรียมก่อนเริÉมทาํกระบวนการ และทาํให้เยน็ในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) สามารถเก็บ CPS ไวท้ีÉ 2 ถึง 8°ซ 

เป็นเวลาสูงสุด 1 วนัทาํการ (<18 ชัÉวโมง) 

หมายเหตุ: การผสม DMSO และ FBS เป็นปฏิกิริยาแบบคายความร้อน (exothermic reaction) บนัทึกเวลาทีÉวางชุดการผลิตของ CPS 

ในตูแ้ช่เยน็และตรวจสอบให้แน่ใจว่าได้ทาํให้เยน็อย่างตํÉา 30 นาที ทีÉ 2 ถึง 8°ซ ก่อนใชง้าน หากจาํเป็นตอ้งใช ้CPS อยา่งเร่งด่วน 

ให้ทาํให้เยน็ในอ่างนํÊาแข็งควบคุมอุณหภมูิ (นํÊาแขง็เปียกและนํÊา) อย่างตํÉา 15 นาทีก่อนใช้งาน 

11.2.3.3. ตอ้งรักษา CPS ไวท้ีÉ 2 ถึง 8°ซ เพืÉอหลีกเลีÉยงความเสียหายทีÉจะเกิดกบัเซลล ์ห้ามใช ้CPS 

ทีÉไม่เป็นไปตามขอ้กาํหนดขัÊนตํÉาสาํหรับการทาํให้เยน็ทีÉระบุไวข้า้งตน้ 

11.2.3.4. ใชสู้ตรดา้นล่างนีÊ เพืÉอประมาณปริมาตรของ CPS ในการเตรียมการแขวนตะกอนใหม่ขัÊนสุดทา้ยของ PBMC ล่วงหนา้เมืÉอจาํนวนแอลิควอตไม่คงทีÉ 

ตวัอยา่งแสดงอยู่ดา้นล่าง 

ปริมาตรเลือดครบสูงสุด (มิลลิลิตร) x เซลล์ทีÉได้ (เซลล์/มิลลิลิตร) x ความเข้มข้นของ 

การแช่แข็งจนแข็ง (มิลลิลิตร/เซลล์) = CPS ทีÉประมาณไว้ (มิลลิลิตร) 

ปัดเศษผลลัพธ์นีÊขึÊนให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มถัดไป 

หมายเหตุ: 

สาํหรบัปริมาตรเลือดครบสูงสุด: ใชป้ริมาตรทัÊงหมดของเลือดครบทีÉเป็นไปไดสู้งสุดทีÉจะทาํกระบวนการ 

คูณจาํนวนหลอดตามตารางเวลาสาํหรับการเก็บตวัอยา่งดว้ยความจุของปริมาตรทัÊงหมด ซึÉงคือ เลือด + สารกนัเลือดเป็นลิÉมชนิดของเหลว 

ของแต่ละหลอดเพืÉอให้ไดป้ริมาตรทัÊงหมดนีÊ  (นัÉนคือ ให้ถือวา่หลอด NaHep ขนาด 10 มิลลิลิตร, หลอด EDTA ขนาด 10 มิลลิลิตร และหลอด ACD 

ขนาด 8.5 มิลลิลิตร (ความจุของเลือดครบ 8.5 มิลลิลิตร + สารกนัเลือดเป็นลิÉมชนิดของเหลว 1.5 มิลลิลิตร) แต่ละหลอดมีความจุของปริมาตร 10 

มิลลิลิตร) 

สาํหรบัเซลลท์ีÉได:้ ใชผ้ลทีÉไดโ้ดยเฉลีÉยของผูใ้หญ่ทีÉ 1.5 ลา้นเซลล/์มิลลิลิตร เป็นค่าเริÉมตน้ อาจมีการยกเวน้ในกรณีทีÉเหมาะสม (นัÉนคือ 

เมืÉอทราบว่าผูเ้ขา้ร่วมมีเซลลท์ีÉไดสู้งกว่า 3.0 ลา้นเซลล/์มิลลิลิตร) 

สาํหรบัความเขม้ขน้ของการแช่แขง็จนแข็ง: ใช้ปริมาตรสุดทา้ยของแอลิควอต (V2) และจาํนวนเซลลเ์ป้าหมายต่อแอลิควอต (N1) ทีÉกาํหนดไวใ้น 

SPLI/LPC/LM ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยั บนัทึกเป็น V2/N1 

ตรวจติดตามการใช ้CPS รายวนัเพืÉอเพิÉมประสิทธิภาพให้สูงทีÉสุดและลดของเสียให้ตํÉาทีÉสุด และปรับตามความจาํเป็น ตวัอยา่งเช่น 

หากการคาํนวณทาํให้ไดป้ริมาตรของ CPS ทีÉไม่เพียงพอเป็นประจาํ นัÉนคือ ตอ้งทาํชุดการผลิตหลายชุดเพืÉอทาํกระบวนการให้เสร็จสิÊน 

ให้พิจารณาเพิÉมปริมาตรสุดทา้ยเป็นอตัราร้อยละทีÉคงทีÉ เช่น 20% และปัดเศษขึÊนให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มถดัไป 

ตัวอย่าง: เลือดของผูใ้หญ่—ชุดการผลิตรายวนัของ CPS - นดัหมายตามตารางเวลาหลายครัÊ ง: 

• ความเขม้ขน้เป้าหมายของการแช่แขง็จนแขง็ (มิลลิลิตร/เซลล)์ สาํหรับทัÊงหมดคือ (1.0 มิลลิลิตร/15 x 106 เซลล)์ หรือ 15 ลา้นเซลล ์(N1) ทีÉถูกแช่แขง็ใน 

CPS 1 มิลลิลิตร (V2) 
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• คาํนวณปริมาตรทัÊงหมดของเลือดครบสูงสุดทีÉคาดไว:้ 

หมายเหตุ: อยา่ลืมรวมสารกนัเลือดเป็นลิÉมชนิดของเหลวเมืÉอคาํนวณปริมาตรทัÊงหมดสูงสุดจากหลอด ACD หลอด NaHep และ EDTA 

ไม่มีสารกนัเลือดเป็นลิÉมชนิดของเหลว ดงันัÊน ปริมาตรของหลอดตามทีÉบนัทึกไวใ้นคาํขอของห้องปฏิบตัิการจึงเป็นปริมาตรสูงสุดทีÉเป็นไปได ้

o นดัหมายตามตารางเวลาครัÊ งแรกรวมถึงหลอด ACD 18 x 8.5 มิลลิลิตร สาํหรบัการทาํกระบวนการกบั PBMC 

o นดัหมายตามตารางเวลาครัÊ งทีÉสองรวมถึงหลอด ACD 8 x 8.5 มิลลิลิตร สาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 

o นดัหมายตามตารางเวลาครัÊ งทีÉสามรวมถึงหลอด NaHep 8 x 10.0 มิลลิลิตร สาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 

o หลอดทัÊงหมดทีÉคาดไว ้(18+8+8) = 34, 34 หลอด x 10.0 มิลลิลิตร = ปริมาตรสูงสุดทีÉคาดไว ้340.0 มิลลิลิตร 

เลือดครบทีÉสามารถใช้ได้ x เซลล์ทีÉได้ x 
ความเข้มข้นของการแช่แข็งจนแข็ง = CPS ทีÉประมาณไว้ทีÉจะเตรียม 

(340.0 มิลลิลิตร) x (1.5 x 106 เซลล/์1 มิลลิลิตร) x (1.0 มิลลิลิตร/15 x 106 เซลล)์ = 34.0 มิลลิลิตร 

ตัวอย่าง: เลือดของผูใ้หญ่—การเก็บเลือดในปริมาตรมากหนึÉงครัÊ ง ความเขม้ขน้เป้าหมายของการแช่แขง็จนแขง็ (มิลลิลิตร/เซลล)์ คือ (1.0 มิลลิลิตร/15 x 106 เซลล)์ หรือ 

15 ลา้นเซลลท์ีÉถูกแช่แข็งใน CPS 1 มิลลิลิตร (V2) ชุดการผลิตของ CPS ทีÉสร้างขึÊนหลงัจากวดั UWBV 

เลือดครบทีÉสามารถใช้ได้ x เซลล์ทีÉได้ x 
ความเข้มข้นของการแช่แข็งจนแข็ง CPS ทีÉประมาณไว้ทีÉจะเตรียม 

(135.0 มิลลิลิตร) x (1.5 x 106 เซลล/์1 มิลลิลิตร) x (1.0 มิลลิลิตร/15 x 106 เซลล)์ = 14.0 มิลลิลิตร 

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

หรือ 10 ล้านเซลล์ (N1) ทีÉถูกแช่แขง็ใน CPS 1 มิลลิลิตร (V2) ชุดการผลิตของ CPS ทีÉสร้างขึÊนหลงัจากวดั UWBV 

เลือดครบทีÉสามารถใช้ได้ x เซลล์ทีÉได้ x 
ความเข้มข้นของการแช่แข็งจนแข็ง CPS ทีÉประมาณไว้ทีÉจะเตรียม 

(80.0 มิลลิลิตร) x (1.5 x 106 เซลล/์1 มิลลิลิตร) x (1.0 มิลลิลิตร/10x106 เซลล)์ = 12.0 มิลลิลิตร 

 

11.2.4. ใชสู้ตรต่อไปนีÊในการคาํนวณปริมาณ DMSO และ FBS ทีÉจาํเป็น 

CPS = DMSO 1 ส่วน + FBS 9 ส่วน 

ตัวอย่าง: 

ปริมาตรของ CPS  

ทีÉประมาณไว้ 

ปริมาตรของ DMSO = (.1) 

(ปริมาตรของ CPS) 

ปริมาตร HI-FBS = ปริมาตร CPS - 

ปริมาตร DMSO 

ปริมาตรทัÊงหมดของ CPS = ปริมาตร 

DMSO + ปริมาตร FBS 

10.0 มิลลิลิตร 1.0 มิลลิลิตร 9.0 มิลลิลิตร 10.0 มิลลิลิตร 

5.0 มิลลิลิตร 0.5 มิลลิลิตร 4.5 มิลลิลิตร 5.0 มิลลิลิตร 

11.2.5. บนัทึกปริมาตรของ CPS, DMSO และ FBS ในแผน่งาน PBMC แนะนาํให้บนัทึกวนัทีÉและเวลาทีÉสร้าง 

รวมทัÊงชืÉอยอ่ของบคุคลทีÉสร้างชุดการผลิตในแผ่นงานและหลอดแบบกน้แหลมดว้ยเช่นกนั 

11.2.6. หากมีการสร้างชุดการผลิตทีÉสองเพืÉอทาํกระบวนการให้เสร็จสิÊน โปรดอยา่ลืมบนัทึกรายละเอียดเดียวกนันีÊสาํหรบัชุดการผลิตเพิÉมเติมในแผ่นงาน 

รวมถึงวิธีการ/เวลาในการทาํให้เยน็ 

11.2.7. วิธีทีÉ 2: การเตรียม CPS สําหรับ ACTG 

หมายเหตุ: นีÉคือวธีิการของ ACTG ในการประมาณปริมาตร CPS 

ใชเ้มืÉอกาํหนดจาํนวนแอลิควอตสูงสุดสาํหรับนดัหมายแต่ละครัÊ งและปริมาตรสุดทา้ยของแอลิควอต (V2) 

11.2.7.1. ใชห้ลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 15 มิลลิลิตร หรือ 50 มิลลิลิตร แบบใชแ้ลว้ทิÊง ปราศจากเชืÊอ และติดฉลากแลว้เพืÉอบรรจุ CPS ทีÉเตรียมไว ้

11.2.7.2. เตรียม CPS ล่วงหนา้ โดยในอุดมคตคิวรเตรียมก่อนเริÉมทาํกระบวนการ และทาํให้เยน็ในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) สามารถเก็บ CPS ไวท้ีÉ 2 ถึง 8°ซ 

เป็นเวลาสูงสุด 1 วนัทาํการ (<18 ชัÉวโมง) 

หมายเหตุ: การผสม DMSO และ FBS เป็นปฏิกิริยาแบบคายความร้อน บนัทกึเวลาทีÉวางชุดการผลิตของ CPS 

ในตูแ้ช่เยน็และตรวจสอบให้แน่ใจว่าได้ทาํให้เยน็อย่างตํÉา 30 นาที ทีÉ 2 ถึง 8°ซ ก่อนใชง้าน หากจาํเป็นตอ้งใช ้CPS อยา่งเร่งด่วน 

ให้ทาํให้เยน็ในอ่างนํÊาแข็งควบคุมอุณหภมูิ (นํÊาแขง็เปียกและนํÊา) อย่างตํÉา 15 นาทีก่อนใช้งาน 
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11.2.7.3. ตอ้งรักษา CPS ไวท้ีÉ 2 ถึง 8°ซ เพืÉอหลีกเลีÉยงความเสียหายทีÉจะเกิดกบัเซลล ์ห้ามใช ้CPS 

ทีÉไม่เป็นไปตามขอ้กาํหนดขัÊนตํÉาสาํหรับการทาํให้เยน็ทีÉระบุไวข้า้งตน้ 

11.2.7.4. กาํหนดปริมาณทีÉตอ้งการโดยอิงตามจาํนวนแอลิควอตสูงสุดต่อนัดหมายตามทีÉกาํหนดในโครงการวิจยั 

หรือปริมาตรของชุดการผลิตเพิÉมเติมทีÉตอ้งการเพืÉอให้เป็นไปตาม Vf ทีÉจาํเป็นในปัจจุบนั 

11.2.7.5. เติมปริมาตร CPS อีก 10-20% ทีÉตอ้งการเพืÉอชดเชยการสูญเสียทีÉอาจเกิดขึÊนระหวา่งขัÊนตอนการผสม/การปิเปต 

และปัดเศษผลลพัธ์ขึÊนให้เป็นจาํนวนเต็มถดัไป 

11.2.7.6. สถานการณ์ A: จาํนวนแอลิควอตสูงสุดทีÉคงทีÉต่อนดัหมาย 

ตัวอย่าง: ตารางเวลาในห้องปฏิบตัิการมีนัดหมายสาํหรับ PBMC สองครัÊ ง 

ซึÉงตอ้งการจาํนวนแอลิควอตสูงสุดทีÉอนุญาตให้ใชไ้ดสี้Éแอลิควอตต่อนดัหมาย ปริมาตรต่อแอลิควอต (V2) ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิัยคือ 1.0 มิลลิลิตร 

รวมทัÊงหมดสูงสุดแปดแอลิควอตสาํหรับวนันัÊน ๆ คูณจาํนวนแอลิควอตดว้ย V2 เพืÉอหา FBS ทีÉตอ้งการ เติมปริมาตรเพิÉมเติม เช่น 10% 

เพืÉอชดเชยการสูญเสียระหวา่งการผสม/การปิเปต ปัดเศษขึÊนให้เป็นจาํนวนเต็มถดัไปสาํหรับปริมาตรสุดทา้ยของ CPS ทีÉจะทาํ 

(8 x 1.0 มิลลิลิตร = 8.0 มิลลิลิตร, 8.0 มิลลิลิตร x 1.1 = 8.8 มิลลิลิตร) (ปัดเศษขึÊนให้เป็นปริมาตรสุดทา้ยทีÉ 9.0 มิลลิลิตร) 

11.2.8. ใชสู้ตรดา้นล่างนีÊ ในการคาํนวณปริมาณ DMSO และ FBS ทีÉจาํเป็น 

CPS = DMSO 1 ส่วน + FBS 9 ส่วน 

ตัวอย่าง: 

ปริมาตรของ CPS  

ทีÉประมาณไว้ 

ปริมาตรของ DMSO = (.1) 

(ปริมาตรของ CPS) 

ปริมาตร HI-FBS = ปริมาตร CPS - 

ปริมาตร DMSO 

ปริมาตรทัÊงหมดของ CPS = ปริมาตร 

DMSO + ปริมาตร FBS 

10.0 มิลลิลิตร 1.0 มิลลิลิตร 9.0 มิลลิลิตร 10.0 มิลลิลิตร 

5.0 มิลลิลิตร 0.5 มิลลิลิตร 4.5 มิลลิลิตร 5.0 มิลลิลิตร 

 

11.2.9. บนัทึกปริมาตรของ CPS, DMSO และ FBS ในแผน่งาน PBMC แนะนาํให้บนัทึกวนัทีÉและเวลาทีÉสร้าง 

รวมทัÊงชืÉอยอ่ของบคุคลทีÉสร้างชุดการผลิตในแผ่นงานและหลอดแบบกน้แหลมดว้ยเช่นกนั 

11.2.10. หากมีการสร้างชุดการผลิตทีÉสองเพืÉอทาํกระบวนการให้เสร็จสิÊน โปรดอยา่ลืมบนัทึกรายละเอียดเดียวกนันีÊสาํหรบัชุดการผลิตเพิÉมเติมในแผ่นงาน 

รวมถึงวิธีการ/เวลาในการทาํให้เยน็ 

12. บทนําและแนวทางเกีÉยวกับการทํากระบวนการกับ PBMC 

มีหลกัการและขัÊนตอนมาตรฐานทีÉใชก้นัทัÉวไปในกระบวนการทาํกระบวนการกบั PBMC ทัÊงหมด การแปรผนัจะเกิดขึÊนจากตวัเลือกเทคนิคการแยก (CSTFB 

เทียบกบัโอเวอร์เลยด์ว้ยมือ) การดาํเนินการกบัเลือด (การเจือจางโดยมีหรือไม่มีการเปลีÉยนพลาสมาเทียบกบัการเก็บพลาสมาโดยตรง) ความเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลล ์

และการแช่แขง็/การจดัเก็บ เลือกหัวขอ้กระบวนการทีÉเหมาะสมสาํหรับการแยกเซลลแ์ละการดาํเนินการกบัเลือด 

และการแช่แขง็และการจดัเก็บตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและโครงการวิจยั 

13. การแยกเซลล์และการเจือจางเลือดด้วยหลอดแยกเซลล์ทีÉมีตัวกัÊนแบบฟริต (CSTFB) โดยมีการเปลีÉยนพลาสมา 

หัวขอ้ 13 สามารถใชไ้ดส้าํหรับเครือข่ายทัÊงหมด ตรวจสอบขอ้กาํหนดของโครงการวจิัยและสืÉอทีÉมี ใชห้ัวขอ้ 13 หรือหัวขอ้ 14 สาํหรบัตวัอย่างทีÉกาํหนดให้ใด ๆ แต่ไม่ใช่ทัÊงสองหัวขอ้ 

13.1. การแยกลิมโฟไซตจ์ากเลือดส่วนปลายโดยใชห้ลอดแยก CSTFB ทีÉมีการเติมตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (DGM) ทีÉอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 

30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

13.1.1. ดาํเนินการปิเปตและการผสมทัÊงหมดในตูชี้วนิรภยั (BSC) คลาส II ระดบัทีÉ 2 หรือสูงกวา่ 

13.1.2. สเปรยบ์นพืÊนผิว แท่นวาง และขวดรีเอเจนต์ทัÊงหมดดว้ยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตรหรือสารฆา่เชืÊอทีÉเทียบเท่าทุกครัÊ งก่อนเขา้และใช ้BSC 

13.1.3. ดาํเนินกระบวนการทีÉอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) เวน้แต่จะหมายเหตุไวเ้ป็นอยา่งอืÉน 

13.1.4. ใชปิ้เปตใหม่สาํหรับหมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้ร่วม (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลขและสารเติมแต่ง 

13.2. เตรียมตวัอยา่งเลือดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุสิÊนเปลือง 
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13.2.1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ (ดูหัวขอ้ 11 การเตรียมรีเอเจนต์) ก่อนทาํกระบวนการหรืออยา่งเพียงพอล่วงหนา้ก่อนผสมกบั PBMC หากจาํเป็นตอ้งใช ้CPS 

เพิÉมเติม 

หมายเหตุ: ควรเตรียมชุดการผลิตของ CPS ล่วงหนา้ก่อนเริÉมขัÊนตอนการทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ ตอ้งตรวจติดตามปริมาตรของชุดการผลิต 

และบนัทึกรายละเอียดทัÊงหมดของการสร้างชุดการผลิตเพิÉมเติม (เมืÉอจาํเป็น) ในแผ่นงาน PBMC 

13.2.2. เตรียมหลอด CSTFB ให้เพียงพอสาํหรับจดัการปริมาณเลือดสูงสุดทีÉคาดไว ้

13.2.2.1. สาํหรบัหลอด CSTFB ขนาด 50 มิลลิลิตร ให้วางแผนสาํหรับปริมาตรสูงสุดทีÉ 20 มิลลิลิตร หรือ CSTFB หนึÉงหลอดสาํหรับหลอดเก็บเลือดขนาด 

8.5-10.0 มิลลิลิตร ทุกสองหลอด เคล็ดลบั: หารจาํนวนหลอดเก็บขนาด 8.5-10.0 มิลลิลิตร ทัÊงหมดทีÉจะไดรั้บดว้ย 2 หากผลลพัธ์เป็นเศษส่วน 

(จาํนวนหลอดเก็บเลือดทีÉเป็นเลขคีÉ) ให้ปัดเศษขึÊนให้เป็นจาํนวนเต็มทีÉใกลท้ีÉสุด (นัÉนคือ เพิÉมหลอด CSTFB อีกหนึÉงหลอด) 

13.2.2.2. ตวัอยา่ง: 

• นดัหมายทีÉ 1 มีหลอด NaHep 3 x 10.0 มิลลิลิตร เตรียมหลอด CSTFB 2 หลอด 

• นดัหมายทีÉ 10 มีหลอด ACD 10 x 8.5 มิลลิลิตร เตรียมหลอด CSTFB 5 หลอด 

13.2.3. ตอ้งแน่ใจว่าหลอด CSTFB ทีÉมี DGM ทีÉเตรียมไวม้ีอุณหภมูิเท่ากบัอุณหภมูิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

ก่อนเริÉมขัÊนตอนการทาํกระบวนการ 

13.2.4. ตรวจสอบหลอด CSTFB ทีÉเติมสารแลว้ดว้ยสายตาเพืÉอยนืยนัว่าไม่มีฟองอากาศขนาดใหญ่ ช่องว่างอยู่ระหว่าง DGM และตวักัÊนแบบฟริต และไม่มี DGM 

อยูเ่หนือฟริตก่อนเติม WDR หรือเลือดลงในหลอด (ดูคาํแนะนาํในการเตรียม CSTFB ในหัวขอ้ 10.4 

สาํหรบัคาํแนะนาํเกีÉยวกบัการจดัการกบัปัญหาปริมาตรของ DGM เมืÉอมีหมายเหตุไว)้ 

13.2.5. รวบรวมหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชืÊอขนาด 50 มิลลิลิตร หลอดใหม่ในจาํนวนเท่ากบั CSTFB 

ทีÉเตรียมไว ้(ดูหัวขอ้ 13.2.2) สาํหรับใชง้าน หลอด “ลา้ง” เหล่านีÊจะใชส้าํหรบัเซลลท์ีÉเก็บมาและขัÊนตอนการลา้งทีÉตามมา 

ขนาดของ CSTFB (มิลลิลิตร) ขนาดของหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม (มิลลิลิตร) 

50 50 

 

13.2.6. หากตอ้งมีการเปลีÉยนพลาสมา รวบรวมหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชืÊอขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร 

ทีÉเหมาะสาํหรับปริมาตรทีÉจาํเป็นของพลาสมาทีÉจะเก็บ ติดฉลากดว้ย PTID สารกนัเลือดเป็นลิÉม และอนุพนัธ์ (derivative) 

13.2.7. หากหลอดสิÉงส่งตรวจเยน็เมืÉอสัมผสั (เนืÉองจากสภาวะโดยรอบทีÉเยน็ เช่น การขนส่งในช่วงเดือนทีÉมีอากาศเยน็กว่า) 

ให้ปล่อยให้หลอดมีอุณหภูมิถึงอุณหภมูิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภมูิอากาศ) ก่อนทาํกระบวนการ 

13.2.8. ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดทัÊงหมดทีÉไดรั้บอยา่งระมดัระวงั จดัระเบียบหลอดปฐมภมูิเพืÉอไม่ให้มีโอกาสทีÉหลอดจะผสมปะปนกนัระหว่าง PTID/PID 

หรือสารกนัเลือดเป็นลิÉม 

ข้อเสนอแนะ: วางหลอดทัÊงหมดสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลข/สารกนัเลือดเป็นลิÉมแต่ละชนิดในแท่นวางหนึÉงแท่น สามารถใชแ้ท่นวางคนละแท่นเพืÉอแยก 

PTID หรือประเภทหลอด และใชป้ากกามาร์กเกอร์ทีÉมีสีต่างกนัสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลขเพืÉอหลีกเลีÉยงความสับสน 

13.3. การเปลีÉยนพลาสมา 

หมายเหตุ: ดาํเนินขัÊนตอนการเปลีÉยนพลาสมานีÊ เฉพาะในกรณีทีÉตอ้งการแอลิควอตของพลาสมาจากหลอดเก็บ PBMC ตามโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM เท่านัÊน 

ไปทีÉขัÊนตอนทีÉ 13.4 หากไม่ตอ้งการแอลิควอตของพลาสมา 

13.3.1. ตอ้งทาํกระบวนการกบัหลอดเก็บเลือดจาก PTID เดียวกนัและสารกนัเลือดเป็นลิÉมเดียวกนัแยกกนั (ไม่รวมในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 

มิลลิลิตร) เวน้แต่จะบ่งชีÊไวเ้ป็นอยา่งอืÉนใน SPLI/LPC/LM ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยั 

13.3.2. ทาํเครืÉองหมายปริมาตรของเลือดครบบนหลอดเก็บแต่ละหลอดทีÉเมนิสคสั (meniscus) 

13.3.3. ปัÉนเหวีÉยงเลือดครบทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที บนัทึกเวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

13.3.4. ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ทีÉติดฉลากแลว้สาํหรับการปัÉนเหวีÉยงครัÊ งทีÉสองเพืÉอนาํเศษชิÊนส่วนเซลลใ์ด ๆ ออก 

13.3.5. เติม WDR ในปริมาณทีÉเพียงพอเพืÉอทาํให้เลือดกลบัมามีเลือดครบในปริมาตรดัÊงเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อในขัÊนตอนทีÉ 13.4 

13.3.6. ทาํกระบวนการกบัพลาสมาให้เสร็จสิÊนดว้ยการปัÉนเหวีÉยงพลาสมาทีÉเก็บมาทีÉ 800 ถึง 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีเพืÉอให้ไดแ้อลิควอต PL2 

หรือตามโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM ขัÊนตอนนีÊอาจเกิดขึÊนในภายหลงัเมืÉอไม่ไดใ้ชเ้ครืÉองปัÉนเหวีÉยงสาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 
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13.3.7. แอลิควอตพลาสมาทีÉถูกปัÉนคู่ (double spun) ลงในหลอดแอลิควอตทีÉติดฉลากแลว้ตามทีÉ SPLI/LPC/LM ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยัระบุไว ้

และทิÊงเศษชิÊนส่วนเซลลท์ีÉเหลือ 

13.4. การเจือจางเลือดสาํหรับการแยก CSTFB 

หมายเหตุ: ใชห้ลอดขนาด 50 มิลลิลิตร หนึÉงหลอดสาํหรับเลือดครบแต่ละ 12 ถึง 20 มิลลิลิตร ใชห้ลอด CSTFB มากเท่าทีÉจาํเป็นเพืÉอกระจายเลือดทัÊงหมดสาํหรบั 

PID/PTID แต่ละหมายเลข 

หมายเหตุ: ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นเป็นพิษต่อเซลล ์ควรทาํงานอยา่งรวดเร็วและมีประสิทธิภาพในระหว่างขัÊนตอนการแยก 

13.4.1. ติดฉลาก CSTFB และหลอด “ลา้ง” สาํหรบัการปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอทีÉสอดคลอ้งกนัแต่ละหลอดดว้ย PTID (และสารกนัเลือดเป็นลิÉม 

หากเหมาะสม) 

13.4.2. เติม WDR ลงใน CSTFB ทีÉเตรียมไวแ้ละตดิฉลากแลว้แต่ละหลอดโดยใชปิ้เปตทางซีรมัวิทยาปราศจากเชืÊอ: 

ขนาดของ CSTFB (มิลลิลิตร) ปริมาตรโดยประมาณของ WDR (มิลลิลิตร) 

50 5 

13.4.3. เติม WDR ลงในหลอด “ลา้ง” สาํหรบัการปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอทีÉติดฉลากไวล้่วงหนา้แต่ละหลอดโดยใชปิ้เปตทางซีรมัวิทยาปราศจากเชืÊอ: 

ขนาดของ CSTFB  

(มิลลิลิตร) 

ขนาดของหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม 

(มิลลิลิตร) ปริมาตรทีÉเติมไวล้่วงหนา้ของ WDR (มิลลิลิตร) 

50 50 25 

13.4.4. เปิดฝาหลอดเลือดทีÉใส่สารกนัเลือดเป็นลิÉม หากไม่จาํเป็นตอ้งมีขัÊนตอนการเปลีÉยนพลาสมา/ไม่ไดด้าํเนินขัÊนตอนการเปลีÉยนพลาสมา 

ให้บนัทึกเวลาทีÉนาํฝาออกเป็นเวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

13.4.5. หากเลือดในหลอดเก็บจบัตวัเป็นลิÉมหรือมีเม็ดเลือดแดงแตกทีÉมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า (grossly) ดูหัวขอ้ 6.3 

13.4.6. ใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชืÊอเพืÉอค่อย ๆ ผสมเลือดครบ แลว้ถ่ายเลือดลงใน CSTFB ทีÉติดฉลากแลว้ 

หมายเหตุ: ตอ้งถ่ายเลือดโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยา 10 มิลลิลิตร ในปริมาณทีÉวดัไดท้ีÉ 10.0 มิลลิลิตร จนกระทัÉงเหลือนอ้ยกว่า 10.0 มิลลิลิตร 

กระจายเลือดในหลอด CSTFB หลายหลอดโดยมีการเพิÉมขึÊนอยา่งคงทีÉเพืÉอให้แน่ใจว่าจะสามารถติดตามปริมาตรไดอ้ยา่งแม่นยาํสาํหรับการวดั UWBV 

ตลอดการกระจายเลือดครบ 

13.4.7. ถ่ายเลือดปริมาณทัÊงหมด 15-20 มิลลิลิตร ทีÉเป็นเป้าหมายลงใน CSTFB ทีÉติดฉลากแลว้แต่ละหลอด 

(ช่วงขยายดา้นล่างจะอนุญาตให้ใชไ้ดใ้นบางสถานการณ์ซึÉงช่วงเป้าหมายเป็นไปไม่ไดเ้ทา่นัÊน) ห้ามเริÉมเติม CSTFB ขนาด 50 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

เวน้แต่จะมีเลือด/เหลือเลือดอยูข่ ัÊนตํÉา 12 มิลลิลิตร 

ขนาดของ CSTFB (มิลลิลิตร) ปริมาตรโดยประมาณของเลือด (มิลลิลิตร)* 

50 15-20 (12 ถึง 22 จะอนุญาตให้ใชไ้ดใ้นบางสถานการณ)์ 

*ปริมาตรของเลือดทีÉตํÉากว่านีÊ  โดยเฉพาะเมืÉอมีฮีมาโทคริตตํÉา อาจทาํให้บฟัฟีโคต (buffy coat) ตกลงมาใกลก้บั/บนฟริต ทาํให้เก็บไดย้าก 

ปริมาตรของเลือดทีÉสูงกว่านีÊอาจส่งผลให้มีส่วนประกอบทีÉไม่สาํคญั (background)/เศษชิÊนส่วนในสิÉงส่งตรวจมากขึÊน 

ดูแนวทางทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิัยสาํหรับปริมาตรของการเจาะเลือดทีÉตํÉากว่านีÊ  

13.4.8. กาํหนดและบนัทึกการวดัปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดอ้ยา่งแม่นยาํภายใน 0.1 มิลลิลิตร 

หมายเหตุ: ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใช้ไดไ้ม่จาํเป็นตอ้งเท่ากบัขนาดของหลอด 

13.4.9. กลัÊว (rinse) หลอดเลือดทีÉใส่สารกนัเลือดเป็นลิÉมดัÊงเดิมแต่ละหลอดทีÉมี WDR โดยใชปิ้เปตปราศจากเชืÊอ เติมปริมาตรทีÉกลัÊวลงใน CSTFB 

โดยตอ้งแน่ใจว่าไม่เกินขีดจาํกดัของปริมาตรทัÊงหมดของหลอด (WDR + เลือดครบ) 

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

50 30 

13.4.10. ปิดฝา CSTFB อยา่งระมดัระวงั 

13.5. การปัÉนเหวีÉยงความหนาแน่นและการเก็บ CSTFB 

13.5.1. จบัหลอดในลกัษณะตัÊงขึÊน วางลงในแท่นวาง และขนถ่ายไปยงัเครืÉองปัÉนเหวีÉยง 

13.5.2. ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 800 ถึง 1000 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 15 นาทีทีÉ 15 ถึง 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) โดยปิดเบรก/ตัÊงค่าเป็นศูนย ์

หมายเหตุ: หากเปิดเบรกไว ้จะทาํให้ชัÊนแตกได ้
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13.5.3. ในขณะทีÉหลอด CSTFB กาํลงัปัÉนอยู ่ให้ทิÊงหลอดเก็บทัÊงหมดทีÉเทสารออกจนว่างเปล่าแลว้โดยปฏิบติัตามแนวปฏิบตัิทางห้องปฏิบตัิการ 

ทาํความสะอาดพืÊนผิวของ BSC และจดัระเบียบสาํหรับขัÊนตอนถดัไป 

13.5.4. ยนืยนัว่ามีหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอทีÉติดฉลากแลว้ทีÉเติม WDR ไวล้่วงหนา้ (หลอด “ลา้ง”) ในจาํนวนทีÉถูกตอ้งพร้อมอยู่ใน BSC 

สาํหรบัขัÊนตอนการเก็บ/การลา้ง 

13.5.5. เมืÉอเครืÉองปัÉนเหวีÉยงหยุดสนิทแลว้ ค่อย ๆ นาํ CSTFB แต่ละหลอดออกจากเครืÉองปัÉนเหวีÉยงเพืÉอไม่ให้รบกวนชัÊนตา่ง ๆ 

ใชแ้ท่นวางเพืÉอรองรับหลอดและขนถ่ายไปยงั BSC อยา่งระมดัระวงั 

13.5.6. การปัÉนเหวีÉยงทาํให้สิÉงทีÉอยูใ่นหลอดแบ่งตวัเป็นชัÊนทีÉแตกต่างกนัหกชัÊน ซึÉงรวมถึงฟริตดว้ย จากดา้นบนของหลอด ชัÊนเหล่านีÊไดแ้ก่: 

• พลาสมา + WDR 

• ชัÊน PBMC 

• ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (DGM) 

• ฟริต 

• ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (DGM) 

• เซลลเ์ม็ดเลือดแดง (RBC) 

ทีÉอดัแน่นและแกรนูโลไซต ์

13.5.7. ตรวจสอบหลอดเพืÉอหาปัญหาทีÉอาจเกิดขึÊนไดต้่อไปนีÊ  บนัทึกการสังเกตและการดาํเนินการติดตามผลใด ๆ 

ทีÉดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

• การแตกของเม็ดเลือดแดงในชัÊนพลาสมา + WDR 

• ลิÉมเลือดทีÉสามารถมองเห็นไดบ้นฟริตหลงัจากการปัÉนเหวีÉยง 

• ชัÊน PBMC ไม่ดีเนืÉองจากขอ้ผิดพลาดในการปัÉนเหวีÉยง เช่น เวลาเร่งความเร็วหรือการเบรก ชัÊน PBMC จะดูเล็กและไม่ชดัเจน ขณะทีÉชัÊนพลาสมา + 

WDR อาจขุ่นเล็กนอ้ย ดูภาคผนวก D สาํหรับการแกไ้ขปัญหา 

• ชัÊน PBMC ทีÉเกิดขึÊนบนฟริตเนืÉองจากจาํนวนของ RBC จากการนบัหรือปริมาตรของฮีมาโทคริตทีÉตํÉา 

• ชัÊน RBC ทีÉอยูติ่ดกบัใตแ้ละสัมผสักบัชัÊน PBMC 

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

ระหว่างส่วนพลาสมา-WDR (สีค่อนขา้งเหลือง) และสารละลายตวักลางสาํหรับการแยกทีÉมีลกัษณะใสโดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชืÊอใหม่สาํหรับ 

PTID แต่ละหมายเลข ระวงัอยา่รบกวนชัÊนเซลลใ์นระหว่างกระบวนการนีÊ  ทิÊงส่วนพลาสมา-WDR ตามนโยบายของห้องปฏิบตัิการ 

หมายเหตุ: ในอีกทางเลือกหนึÉง อาจนาํแถบ PBMC สีขาวขุ่นออกโดยการสอดปิเปตผ่านชัÊนพลาสมา-WDR ดา้นบนอยา่งระมดัระวงั 

13.5.9. เก็บเซลลท์ัÊงหมดทีÉรอยต่อสีขาวขุ่นเหนือฟริตโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาปราศจากเชืÊอ ใชค้วามระมดัระวงัไม่ดูดตวักลาง 

เกรเดียนตข์องความหนาแน่นออกมากเกินกว่าทีÉจาํเป็น 

13.5.9.1. ถ่ายเซลลท์ีÉเก็บมาจาก CSTFB หนึÉงหลอดไปยงัหลอด “ลา้ง” 

สาํหรบัการปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอทีÉติดฉลากไวล่้วงหนา้ทีÉสอดคลอ้งกนัหลอดเดียว (ทีÉเตรียมตามหมายเหตุในหัวขอ้ 13.4) เติม WDR 

ในหลอดไวล้่วงหนา้เพืÉอประหยดัเวลา 

13.5.10. ปิดฝา CSTFB ทีÉมีเซลลเ์ม็ดเลือดแดงและตวักลางสาํหรับการแยกทีÉเหลืออีกครัÊ ง ทิÊง CSTFB 

โดยถือเป็นของเสียอนัตรายทางชีวภาพโดยปฏิบตัิตามนโยบายของห้องปฏิบตัิการ 

13.6. ตอ้งแน่ใจว่าบนัทึกองค์ประกอบหลกัทัÊงหมดตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบตัิการแลว้ ไปทีÉหัวขอ้ 15 

14. การแยกเซลล์ด้วยโอเวอร์เลย์หรืออันเดอร์เลย์ตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือและการเจือจางเลอืดด้วยการแยกเซลล์แบบเกรเดยีนต์ของความหนาแน่นด้วยมือโดย

มีการเปลีÉยนพลาสมา 

หัวขอ้ 14 สามารถใชไ้ดส้าํหรับเครือข่ายทัÊงหมด ตรวจสอบขอ้กาํหนดของโครงการวจิัยและสืÉอทีÉมี ใชห้ัวขอ้ 13 หรือหัวขอ้ 14 สาํหรบัตวัอย่างทีÉกาํหนดให้ใด ๆ 

แต่ไม่ใช่ทัÊงสองหัวขอ้ 

เลือด 

ฟริต 

ตวักลาง 

เกรเดียนตข์องคว

ามหนาแน่น 

(DGM) 

เครืÉองปัÉนเหวีÉยง 

พลาสมา + 

WDR 

ชัÊน PBMC 

ฟริต 

DGM 

DGM 

RBC 

15 นาที 

800 ถึง 1000 x 

แรงโนม้ถ่วง 
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หมายเหตุสําหรับ HVTN: HVTN ไม่แนะนาํให้ใชวิ้ธีอนัเดอร์เลย ์ตอ้งไดรั้บอนุมตัิวิธีอนัเดอร์เลยล์่วงหนา้จากศูนยห์้องปฏิบตัิการของ HVTN 

ก่อนใชส้าํหรบัสิÉงส่งตรวจของโครงการวิจยั 

14.1. การแยกลิมโฟไซตจ์ากเลือดส่วนปลายโดยใชวิ้ธีโอเวอร์เลยต์วักลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นดว้ยมือ 

14.1.1. ดาํเนินการปิเปตและการผสมทัÊงหมดในตูชี้วนิรภยั (BSC) คลาส II ระดบัทีÉ 2 หรือสูงกวา่ 

14.1.2. สเปรยบ์นพืÊนผิว แท่นวาง และขวดรีเอเจนต์ทัÊงหมดดว้ยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตรทุกครัÊ งก่อนเขา้และใช ้BSC 

14.1.3. ดาํเนินกระบวนการทีÉอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) เวน้แต่จะหมายเหตุไวเ้ป็นอยา่งอืÉน 

14.1.4. ใชปิ้เปตใหม่สาํหรับหมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้ร่วม (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลขและสารเติมแต่ง 

14.2. เตรียมตวัอยา่งเลือดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุสิÊนเปลือง 

14.2.1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ (ดูหัวขอ้ 11 การเตรียมรีเอเจนต์) ก่อนทาํกระบวนการหรืออยา่งเพียงพอล่วงหนา้ก่อนผสมกบั PBMC หากจาํเป็นตอ้งใช ้CPS 

เพิÉมเติม 

หมายเหตุ: ควรเตรียมชุดการผลิตของ CPS ล่วงหนา้ก่อนเริÉมขัÊนตอนการทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ ตอ้งตรวจติดตามปริมาตรของชุดการผลิต 

และบนัทึกรายละเอียดทัÊงหมดของการสร้างชุดการผลิตเพิÉมเติม (เมืÉอจาํเป็น) ในแผ่นงาน PBMC 

14.2.2. ปล่อยให้ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอยูท่ีÉอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) ดูหัวขอ้ 10 

รีเอเจนตส์าํหรับขอ้มูลเพิÉมเติม 

14.2.3. รวบรวมหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชืÊอขนาด 50 มิลลิลิตร 

ให้เพียงพอสาํหรับจดัการขัÊนตอนการเจือจาง โอเวอร์เลย/์อนัเดอร์เลย ์และการลา้งทัÊงหมด 

14.2.4. หากตอ้งมีการเปลีÉยนพลาสมา รวบรวมหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม มีขีดบอกปริมาตร ทาํจากพอลิโพรพิลีน ปราศจากเชืÊอขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร 

ทีÉเหมาะสาํหรับปริมาตรทีÉจาํเป็นของพลาสมาทีÉจะเก็บ ติดฉลากดว้ย PTID สารกนัเลือดเป็นลิÉม และอนุพนัธ์ (derivative) 

14.2.5. หากหลอดสิÉงส่งตรวจเยน็เมืÉอสัมผสั (เนืÉองจากสภาวะโดยรอบทีÉเยน็ เช่น การขนส่งในช่วงเดือนทีÉมีอากาศเยน็กว่า) 

ให้ปล่อยให้หลอดมีอุณหภูมิถึงอุณหภมูิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภมูิอากาศ) ก่อนทาํกระบวนการ 

14.2.6. ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดทัÊงหมดทีÉไดรั้บอยา่งระมดัระวงั จดัระเบียบหลอดปฐมภมูิเพืÉอไม่ให้มีโอกาสทีÉหลอดจะผสมปะปนกนัระหว่าง PTID 

หรือสารกนัเลือดเป็นลิÉมภายในชุด PTID หนึÉงชุด 

ข้อเสนอแนะ: วางหลอดทัÊงหมดสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลข/สารกนัเลือดเป็นลิÉมแต่ละชนิดในแท่นวางหนึÉงแท่น สามารถใชแ้ท่นวางคนละแท่นเพืÉอแยก 

PTID หรือประเภทหลอด และสามารถใชป้ากกามาร์กเกอร์ทีÉมีสีต่างกนัสาํหรับ PTID แต่ละหมายเลขเพืÉอหลีกเลีÉยงความสับสน 

14.2.7. กาํหนดและบนัทึกการวดัปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดอ้ยา่งแม่นยาํภายใน 0.1 มิลลิลิตร โดยใชปิ้เปตทางซีรัมวิทยา 10 มิลลิลิตร (หรือวิธีการอืÉน 

ๆ ทีÉไดรั้บอนุมตัิจากเครือข่าย) ย ํÊาอีกครัÊ งว่าปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดไ้ม่จาํเป็นตอ้งเท่ากบัขนาดของหลอด 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ใชห้ลอดอา้งอิงหรือหลอดแบบกน้แหลมเพืÉอจุดประสงคใ์นการวดั 

14.3. การเปลีÉยนพลาสมา 

หมายเหตุ: ดาํเนินขัÊนตอนการเปลีÉยนพลาสมานีÊ เฉพาะในกรณีทีÉตอ้งการแอลิควอตของพลาสมาจากหลอดเก็บ PBMC ตามโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM เท่านัÊน 

ไปทีÉขัÊนตอนทีÉ 14.4 หากไม่ตอ้งการแอลิควอตของพลาสมา 

14.3.1. อาจทาํกระบวนการกบัหลอดเก็บเลือดจาก PTID เดียวกนัและสารกนัเลือดเป็นลิÉมเดียวกนัแยกกนัหรือรวมในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม 50 มิลลิลิตร 

(ไม่อนุญาตให้ทาํการรวมสาํหรับ HVTN) 

14.3.2. ทาํเครืÉองหมายปริมาตรของเลือดครบบนหลอดเก็บแต่ละหลอดทีÉเมนิสคสั (meniscus) 

14.3.3. ปัÉนเหวีÉยงเลือดครบทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที บนัทึกเวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

14.3.4. ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ทีÉติดฉลากแลว้สาํหรับการปัÉนเหวีÉยงครัÊ งทีÉสองเพืÉอนาํเศษชิÊนส่วนเซลลใ์ด ๆ ออก 

14.3.5. เติม WDR ในปริมาณทีÉเพียงพอเพืÉอทาํให้เลือดกลบัมามีเลือดครบในปริมาตรดัÊงเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อในขัÊนตอนทีÉ 14.4 

14.3.6. ทาํกระบวนการกบัพลาสมาให้เสร็จสิÊนดว้ยการปัÉนเหวีÉยงพลาสมาทีÉเก็บมาทีÉ 800 ถึง 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีเพืÉอให้ไดแ้อลิควอต PL2 

หรือตาม SPLI/LPC/LM ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิยั ขัÊนตอนนีÊอาจเกิดขึÊนในภายหลงัเมืÉอไม่ไดใ้ชเ้ครืÉองปัÉนเหวีÉยงสาํหรับการทาํกระบวนการกบั PBMC 

14.3.7. แอลิควอตพลาสมาทีÉถูกปัÉนคู่ (double spun) ลงในหลอดแอลิควอตทีÉติดฉลากแลว้ตามทีÉ SPLI/LPC/LM ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยัระบุไว ้

และทิÊงเศษชิÊนส่วนเซลลท์ีÉเหลือ 
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14.4. การเจือจางเลือดสาํหรับการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่นดว้ยมือ 

14.4.1. เปิดฝาหลอดเลือดทีÉใส่สารกนัเลือดเป็นลิÉม หากไม่จาํเป็นตอ้งมีขัÊนตอนการเปลีÉยนพลาสมา/ไม่ไดด้าํเนินขัÊนตอนการเปลีÉยนพลาสมา 

ให้บนัทึกเวลาทีÉนาํฝาออกเป็นเวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการในแผ่นงาน PBMC 

14.4.2. หากหลอดมีการจบัตวัเป็นลิÉมทีÉมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าหรือมีเม็ดเลือดแดงแตกทีÉมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า ดูหัวขอ้ 6.3 

หมายเหตุ: อนุญาตให้ทาํการรวมบฟัฟีโคตตามแนวทางในภาคผนวก E: การรวมชัÊนบฟัฟีโคตสาํหรับการแยก PBMC 

ดว้ยตวักลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น ในการรวมบฟัฟีโคต ให้ปฏิบตัิตามคาํแนะนาํในภาคผนวก E แทนการดาํเนินการตามขัÊนตอนทีÉ 14.4.3 และ 

14.4.4 

14.4.3. ติดฉลากหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมแต่ละหลอดดว้ย PTID และสารกนัเลือดเป็นลิÉม 

ขนาดของหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม (มิลลิลิตร) ปริมาตรของเลือดโดยประมาณ (มิลลิลิตร) 

50 12 ถึง 22 

15 4 ถึง 5 

14.4.4. ถ่ายเลือดไปยงัหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ปราศจากเชืÊอทีÉติดฉลากแลว้ และเติม WDR 

ในปริมาตรทีÉเพียงพอเพืÉอเจือจางเลือดตามเอกสารกาํกบั (package insert) ของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น (อตัราส่วนของ WDR 

ต่อเลือดครบในอุดมคตคิวรเป็น WDR หนึÉงส่วนต่อเลือดครบหนึÉงส่วน) 

14.5. สาํหรบัการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น: 

หมายเหตุ: ใชวิ้ธีโอเวอร์เลย ์(หัวขอ้ 14.5.1) หรือวิธีอนัเดอร์เลย ์(หัวขอ้ 14.5.2) แตไ่ม่ใช่ทัÊงสองวิธี 

14.5.1. วิธีโอเวอร์เลย:์ 

14.5.1.1. เตรียมหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอทีÉติดฉลากแลว้สาํหรับแตล่ะหลอดทีÉมีเลือดทีÉเจือจางแลว้ 

14.5.1.2. เติมตวักลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นในปริมาตรทีÉเหมาะสมลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอเปล่า 

หมายเหตุ: 

ปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นจะขึÊนอยูก่บัอตัราส่วนของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นต่อเลือดทีÉเจือจางแลว้ตามทีÉผูผ้ลิต

แนะนาํ 

14.5.1.3. ปิเปตเลือดทีÉเจือจางแลว้บนดา้นบนของตวักลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นอยา่งระมดัระวงัและชา้ ๆ 

ข้อเสนอแนะ: ค่อย ๆ ปล่อยให้ของผสมของ WDR-

เลือดทีÉเจือจางแลว้ไหลลงดา้นขา้งของหลอดและรวมทีÉดา้นบนของพืÊนผิวตวักลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่นโดยไม่ทาํให้ระนาบของพืÊนผิวแตก 

14.5.1.4. ปิดฝาหลอดอยา่งระมดัระวงั ไปทีÉหัวขอ้ 14.6 

14.5.2. วิธีอนัเดอร์เลย:์ 

14.5.2.1. ค่อย ๆ ผสมอยา่งทัÉวถึงเพืÉอลดการเกาะกลุ่ม (clumping) ของเซลลใ์นระหว่างการแยก 

เลือกได้: เติม WDR อีกปริมาตรหนึÉงทีÉเท่ากบัปริมาตรทัÊงหมดของเลือดลงในเลือดครบหรือเลือด-WDR 

14.5.2.2. กาํหนดปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นทีÉจาํเป็นสาํหรับแต่ละหลอดโดยอิงตามปริมาตรของ WDR-เลือดทีÉเจือจางแลว้ 

หมายเหตุ: 

ปริมาตรของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นจะขึÊนอยูก่บัอตัราส่วนของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นต่อเลือดทีÉเจือจางแลว้ตามทีÉผูผ้ลิต

แนะนาํ 

14.5.2.3. ปิเปตสารละลายตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นใตเ้ลือด-WDR อยา่งระมดัระวงัและชา้ ๆ 

14.5.2.4. ปิดฝาหลอดอยา่งระมดัระวงั ไปทีÉหัวขอ้ 14.6 

14.6. การปัÉนเหวีÉยงความหนาแน่นและการเก็บลิมโฟไซต:์ 

14.6.1. จบัหลอดในลกัษณะตัÊงขึÊน วางลงในแท่นวาง และค่อย ๆ ขนถ่ายไปยงัเครืÉองปัÉนเหวีÉยง 

14.6.2. ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 30 นาทีทีÉ 15 ถึง 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) โดยปิดเบรก/ตัÊงค่าเป็นศูนย ์

หรือตามทีÉระบุไวใ้นเอกสารกาํกบัทีÉมาพร้อมกบัตวักลางเกรเดียนต์ 
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หมายเหตุ: หากเปิดเบรกไว ้จะทาํให้ชัÊนแตกได ้ตอ้งปิดเบรกของเครืÉองปัÉนเหวีÉยงเพืÉอให้แยกไดอ้ยา่งสมบรูณ์และเพืÉอดึง PBMC ออกมาใหไ้ดม้ากทีÉสุด 

14.6.3. ในขณะทีÉหลอดแบบกน้แหลมกาํลงัปัÉนอยู ่ให้ทิÊงหลอดเก็บทัÊงหมดทีÉเทสารออกจนวา่งเปล่าแลว้โดยปฏิบตัิตามแนวปฏิบตัิทางห้องปฏิบติัการ 

ทาํความสะอาดพืÊนผิวของ BSC และจดัระเบียบสาํหรับขัÊนตอนถดัไป 

14.6.4. ติดฉลาก (ทีÉมี PTID/สารกนัเลือดเป็นลิÉม) 

หลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอหลอดใหม่ในจาํนวนและขนาดทีÉเท่ากบัหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมทีÉใชใ้นขัÊนตอนการปัÉนเหวีÉยงสาํหรับกา

รแยก ใชห้ลอดใหม่เหล่านีÊสาํหรบัขัÊนตอนการเก็บและการลา้งเซลลห์ลงัจากนีÊ  

14.6.5. เติม WDR ลงในหลอด “ลา้ง” สาํหรบัการปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอทีÉติดฉลากไวล้่วงหนา้แต่ละหลอดโดยใชปิ้เปตปราศจากเชืÊอ: 

ขนาดของหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม (มิลลิลิตร) ปริมาตรทีÉเติมไวล้่วงหนา้ของ WDR (มิลลิลิตร) 

50 25 

15 5 

14.6.6. เมืÉอเครืÉองปัÉนเหวีÉยงหยุดสนิทแลว้ ค่อย ๆ นาํหลอดแบบกน้แหลมแต่ละหลอดออกจากเครืÉองปัÉนเหวีÉยงเพืÉอไม่ให้รบกวนชัÊน 

ต่าง ๆ ใชแ้ท่นวางเพืÉอรองรับหลอดและขนถ่ายไปยงั BSC อยา่งระมดัระวงั 

14.6.7. หากไม่สามารถมองเห็นชัÊนเซลลไ์ด ้ให้ยืนยนัว่าเครืÉองปัÉนเหวีÉยงกาํลงัปฏิบตัิการอยา่งเหมาะสมหรือไม่ แกไ้ขปัญหาใด ๆ ทีÉท่านพบ ปัÉนเหวีÉยงหลอดซํÊา 

บนัทึกปัญหาและการดาํเนินการทีÉดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

14.6.8. บนัทึกการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือลิÉมเลือดขนาดเล็กทีÉสามารถมองเห็นไดที้Éรอยต่อของเซลล ์

หมายเหตุ: มองหาการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือลิÉมเลือดหลงัจากการปัÉนเหวีÉยง ประเมินเกรดการแตกของเม็ดเลือดแดง +1 ถึง +4 

ตามคาํอธิบายทีÉให้ไวใ้นอภธิานศพัท ์บนัทึกการสังเกตของท่าน 

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

WDR (สีค่อนขา้งเหลือง) และสารละลายตวักลางสาํหรับการแยกทีÉมีลกัษณะใสโดยใชปิ้เปตปราศจากเชืÊอ (ปิเปตทางซีรมัวิทยาหรือปิเปตสาํหรับถ่ายสาร) 

ใหม่สาํหรับ PTID แต่ละหมายเลข ระวงัอยา่รบกวนชัÊนเซลลใ์นระหวา่งกระบวนการนีÊ  ทิÊงส่วนพลาสมา-WDR ตามนโยบายของห้องปฏิบตัิการ 

หมายเหตุ: ในอีกทางเลือกหนึÉง อาจนาํแถบ PBMC สีขาวขุ่นออกโดยการสอดปิเปตผ่านชัÊนพลาสมา-WDR ดา้นบนอยา่งระมดัระวงั 

14.6.10. เก็บเซลลท์ัÊงหมดทีÉรอยต่อสีขาวขุ่นโดยใชปิ้เปตทางซีรมัวทิยาหรือปิเปตสาํหรับถ่ายสารปราศจากเชืÊอ 

ใชค้วามระมดัระวงัไม่ดูดสารละลายตวักลางสาํหรับการแยกออกมากเกินกว่าทีÉจาํเป็น 

14.6.11. ถ่ายเซลลท์ีÉเก็บมาจากหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมหนึÉงหลอดไปยงัหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอทีÉติดฉลากไวล่้วงหนา้ทีÉสอดคลอ้งกนัหล

อดเดียว สามารถเติม WDR ในหลอดไวล้่วงหนา้เพืÉอประหยดัเวลา (หัวขอ้ 14.6.5) 

14.6.12. ปิดฝาหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมทีÉมีเซลลเ์ม็ดเลือดแดง/ตวักลางสาํหรับการแยกทีÉเหลืออีกครัÊ ง 

และทิÊงหลอดดงักล่าวโดยถือเป็นของเสียอนัตรายทางชีวภาพโดยปฏิบตัิตามนโยบายของห้องปฏิบตัิการ 

14.7. ตอ้งแน่ใจว่าบนัทึกองค์ประกอบหลกัทัÊงหมดตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบตัิการแลว้ ไปทีÉหัวขอ้ 15 

15. การล้าง การนับ การแขวนตะกอนใหม่ ความเข้มข้น และการแช่แข็งข้ามคืนแบบควบคุมอัตรา 

15.1. การลา้งครัÊ งทีÉ 1: 

15.1.1. QS (เพิÉมปริมาตรของส่วน PBMC ขึÊน) ถึงประมาณ 45 มิลลิลิตร (สาํหรับหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร) หรือ 10 มิลลิลิตร 

(สาํหรับหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 15 มิลลิลิตร) โดยการเติม WDR ค่อย ๆ ผสม 

15.1.2. ปิดฝาหลอดแบบกน้แหลมทัÊงหมดทีÉตอนนีÊมีเซลลท์ีÉเก็บมาซึÉงเจือจางอยูใ่น WDR อีกครัÊ ง 

15.1.3. ปัÉนเหวีÉยงเซลลท์ีÉเจือจางแลว้ทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

โดยเลือกใชเ้บรกตํÉาหรือไม่ก็ได ้

15.1.4. นาํหลอดออกจากเครืÉองปัÉนเหวีÉยงและตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์

15.1.4.1. หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลล ์(cell pellet) ได ้

ให้ยืนยนัวา่เครืÉองปัÉนเหวีÉยงกาํลงัปฏิบตัิการอย่างเหมาะสมหรือไม่และใชก้ารตัÊงค่าทีÉถูกตอ้งหรือไม่ แกไ้ขปัญหาใด ๆ ทีÉท่านพบ ปัÉนเหวีÉยงหลอดซํÊา 

บนัทึกปัญหาและการดาํเนินการทีÉดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 

หากยงัไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลล์ไดห้ลงัจากการปัÉนเหวีÉยงหลอดซํÊา 

ให้ดาํเนินขัÊนตอนการทาํกระบวนการต่อและบนัทึกรายละเอียดในแผ่นงานการทาํกระบวนการ 
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15.1.5. นาํส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR 

ออกและทิÊงอยา่งระมดัระวงัโดยไม่รบกวนตะกอนเซลลโ์ดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียทีÉเป็นของเหลวทีÉกาํหนดไวใ้น BSC อยา่งรวดเร็ว 

อาจใชวิ้ธีการทางเลือก เช่น การนาํออกดว้ยปิเปตทางซีรมัวิทยาหรือโดยการดูดออก สาํหรับตะกอนทีÉหลวมหรือมีเซลลเ์ม็ดเลือดแดงในปริมาณมาก 

15.2. การลา้งครัÊ งทีÉ 2: 

15.2.1. ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนแต่ละกอ้นใน WDR ปริมาตรเล็กนอ้ย โดยค่อย ๆ 

ผสมแต่ทัÉวถึงให้กลายเป็นสารแขวนตะกอนของเซลลท์ีÉเป็นเนืÊอเดียวกนั 

ขนาดของหลอด (มิลลิลิตร) ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ของ WDR (มิลลิลิตร) 

50 ≤ 5 

15 ≤ 3 

15.2.2. 15.2.2. รวมสารแขวนตะกอนของตะกอนจาก PTID/สารกนัเลือดเป็นลิÉมเดียวกนั หลอดนีÊ เป็นหลอดเซลลท์ีÉเก็บมา 

ขนาดของหลอด (มิลลิลิตร) จาํนวนสารแขวนตะกอนของตะกอนทีÉจะรวม ปริมาตรทัÊงหมด (มิลลิลิตร) 

50 ≤ 4 ≤ 20 

15 ≤ 2 ≤ 6 

15.2.3. ใช ้WDR ในปริมาตรเล็กนอ้ยเพืÉอกลัÊวหลอดทีÉถ่ายตะกอนมา เก็บปริมาตรทีÉกลัÊวของ WDR ในหลอดเซลลท์ีÉเก็บมา 

15.2.4. QS ส่วน PBMC โดยเติม WDR และค่อย ๆ ผสม 

ขนาดของหลอด (มิลลิลิตร) ปริมาตรของ QS (มิลลิลิตร) 

50 ≤ 45 

15 ≤ 10 

15.2.5. ปิดฝาหลอดอีกครัÊ งและวางหลอดในเครืÉองปัÉนเหวีÉยง 

15.2.6. ปัÉนเหวีÉยงเซลลท์ีÉเจือจางแลว้ทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

โดยเลือกใชเ้บรกตํÉาหรือไม่ก็ได ้

15.2.7. นาํหลอดออกจากเครืÉองปัÉนเหวีÉยงและตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์

หมายเหตุ: หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ด ้ให้ยืนยนัว่าเครืÉองปัÉนเหวีÉยงกาํลงัปฏิบตัิการอยา่งเหมาะสมหรือไม่ แกไ้ขปัญหาใด ๆ 

และปัÉนเหวีÉยงหลอดซํÊา บนัทึกปัญหาและการดาํเนินการทีÉดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบตัิการ 

หากยงัไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ดห้ลงัจากการปัÉนเหวีÉยงหลอดซํÊา 

ให้ดาํเนินขัÊนตอนการทาํกระบวนการต่อและบนัทึกรายละเอียดในแผ่นงานการทาํกระบวนการ 

15.2.8. นาํส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR 

ออกและทิÊงอยา่งระมดัระวงัโดยไม่รบกวนตะกอนเซลลโ์ดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียทีÉเป็นของเหลวทีÉกาํหนดไวใ้น BSC อยา่งรวดเร็ว 

อาจใชวิ้ธีการทางเลือก เช่น การนาํออกดว้ยปิเปตทางซีรมัวิทยาหรือโดยการดูดออก สาํหรับตะกอนทีÉหลวมหรือมีเซลลเ์ม็ดเลือดแดงในปริมาณมาก 

15.3. จาํนวนเซลล ์PBMC จากการนับ 

15.3.1. กาํหนดและบนัทึกปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบัของ WDR (V) ทีÉแม่นยาํภายใน 0.1 มิลลิลิตร V 

มีความสาํคญัเนืÉองจากเป็นปริมาตรทีÉใชอ้ิงในการนบัจาํนวนเซลล ์

หมายเหตุ: ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบั (V) คือ 20% ของปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดท้ีÉวดัได ้

ซึÉงปัดเศษให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มทีÉใกลท้ีÉสุด (บนัทึก X.0) ในเกือบทุกกรณี 

ตัวอย่าง: ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดท้ีÉวดัไดบ้นัทึกไดเ้ป็น 78.6 มิลลิลิตร ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบัจะเป็น 16.0 

มิลลิลิตร (78.6 x 20% = 15.72 เมืÉอปัดเศษ 15.72 ให้เป็นจาํนวนเต็มทีÉใกลท้ีÉสุดจะได ้16.0 มิลลิลิตร) 

ตัวอย่างสถานการณ์ซึÉงอาจมีการแก้ไข V: 

• V ทีÉคาํนวณไดม้ากกว่าความจุของหลอดแบบกน้แหลมเล็กนอ้ย วดั UWBV และบนัทึกไดเ้ป็น 255.2 มิลลิลิตร ปัดเศษ 20% 

ให้เป็นจาํนวนเต็มทีÉใกลท้ีÉสุดจะได ้51.0 มิลลิลิตร ในสถานการณ์นีÊ  อาจลด V ลงเหลือ 45.0 มิลลิลิตร 

เพืÉอให้สามารถทาํการผสมและการปัÉนเหวีÉยงทีÉตามมาในหลอดแบบกน้แหลม 50 มิลลิลิตร ไดอ้ยา่งปลอดภยั 

• ตวัอยา่งของผูเ้ขา้ร่วมทาํให้ไดแ้ถบเซลลท์ีÉจางมากและตะกอนเซลลท์ีÉตามมาทีÉมีขนาดเล็กอยา่งมีนยัสาํคญั ในสถานการณ์นีÊ  อาจลด V 

เพืÉอป้องกนัจาํนวนเซลลจ์ากการนับทีÉอยูน่อกช่วง 
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15.3.2. หากมีตะกอนมากกว่าหนึÉงกอ้นจาก PTID/สารกนัเลือดเป็นลิÉมเดียวกนั ให้ใชป้ริมาณทีÉวดัได/้ติดตามไดเ้พียงเล็กนอ้ยของ WDR เพืÉอค่อย ๆ 

แขวนตะกอนใหม่และรวมตะกอนเซลลล์งในหนึÉงหลอด กลัÊวหลอดทีÉถ่ายเซลลม์าโดยใชป้ริมาตรทีÉเหลือของการแขวนตะกอนใหม่ 

เติมปริมาตรทีÉกลัÊวลงในหลอดทีÉมีสารแขวนตะกอนของเซลล ์

15.3.3. ค่อย ๆ ผสมเซลล ์แต่ทัÉวถึงทนัทีก่อนเก็บตวัอย่างสาํหรบัจาํนวนเซลลจ์ากการนับ 

15.3.4. ถ่ายปริมาตรเล็กนอ้ยของการแขวนตะกอนใหม่ลงในหลอดขนาดเล็กหนึÉงหลอดสาํหรับการนบั ปฏิบตัิตามเครืÉองมือหรือคาํแนะนาํใน SOP 

เกีÉยวกบัการนับสาํหรับปริมาตรทีÉเหมาะสม 

หมายเหตุ: หากจาํเป็นตอ้งมีการนบัซํÊา ให้ลดปริมาตรของการเก็บตวัอยา่งทีÉจาํเป็นให้ตํÉาทีÉสุด 

15.3.5. ปฏิบตัิตาม SOP สาํหรบัวิธีการนบัเซลลท์ีÉไดรั้บอนุมตัิทีÉห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการเพืÉอกาํหนดความเขม้ขน้ของเซลล ์x 106 ต่อมิลลิลิตร 

หมายเหตุ: เซลลที์É 103/ไมโครลิตร = เซลลที์É 106/มิลลิลิตร 

หมายเหตุ: อาจดาํเนินการนับโดยอตัโนมติัหนึÉ งครัÊ ง การนบัดว้ยมือตอ้งนับสีÉเหลีÉยมจตัุรัสขนาดใหญ่สีÉอนั (1 ตารางมิลลิเมตร) 

15.3.6. คาํนวณจาํนวนเซลลท์ัÊงหมดโดยใชสู้ตรต่อไปนีÊ  

T = C x V 

T = จาํนวนเซลลท์ัÊงหมด 

C = ความเขม้ขน้ (106/มิลลิลิตร) ทีÉกาํหนดในวิธีการนบั 

V = ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนับของ WDR เป็นมิลลิลิตร 

15.3.7. คาํนวณเซลลท์ีÉไดเ้ป็นเซลล/์มิลลิลิตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดโ้ดยใชสู้ตรดา้นล่าง 

เซลลที์Éได ้(106 เซลล/์มิลลิลิตร) = T/ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ด ้

หมายเหตุ: คาํนวณเซลลท์ีÉไดเ้พืÉอจุดประสงค์ดา้นคุณภาพ ดูหัวขอ้ 16 

การควบคุมคุณภาพสาํหรับช่วงทีÉคาดไวข้องเซลลท์ีÉไดแ้ละเคล็ดลบัในการแกไ้ขปัญหา 

15.4. การคาํนวณปริมาตรสุดทา้ยของการแขวนตะกอนใหม่ 

15.4.1. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ทีÉแช่แขง็จนแขง็ของ CPS 

ทีÉจาํเป็นโดยการดาํเนินขัÊนตอนดา้นล่างสาํหรบัจาํนวนเซลลเ์ป้าหมายต่อไวแอลให้เสร็จสิÊน 

หมายเหตุ: จาํนวนเซลลเ์ป้าหมายต่อไวแอลจะแตกต่างกนัไปตามและโครงการวิจยั ดูโครงการวิจยัหรือ SPLI/LPC/LM 

ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิัยสาํหรับขอ้มูลความเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลลท์ีÉเป็นเป้าหมาย 

15.4.2. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ทีÉแช่แขง็จนแขง็ของ CPS ทีÉประมาณไว ้(V1) ทีÉจาํเป็นโดยใชจ้าํนวนเซลลเ์ป้าหมายต่อไวแอล 

หมายเหตุ: ยืนยนัว่าไดเ้ตรียม CPS ในปริมาตรทีÉเพียงพอและทาํให้เยน็ในตูแ้ช่เยน็ (2 ถึง 8°ซ) เป็นเวลาอยา่งตํÉา 30 นาทีแลว้ 

อนุญาตให้ดาํเนินการเตรียมในอ่างนํÊาแขง็ควบคุมอุณหภูมิ (นํÊาแขง็เปียกกบันํÊา) เป็นเวลาอยา่งตํÉา 15 นาทีก่อนใชง้านไดใ้นกรณีฉุกเฉินเท่านัÊน 

V1 = (T/N1) x V2 

T = จาํนวนเซลลท์ัÊงหมด 

N1 = จาํนวนเซลลเ์ป้าหมายต่อไวแอล 

V2 = ปริมาตรสุดทา้ยของแอลิควอตเป็นมิลลิลิตร 

ปัดเศษ V1 ลงให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มทีÉใกลท้ีÉสุด (1.0) เพืÉอกาํหนด Vf 

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

N2 = (T/ Vf) x V2 

N2 = จาํนวนเซลลจ์ริงตอ่ไวแอล 

T = จาํนวนเซลลท์ัÊงหมด 

V2= ปริมาตรสุดทา้ยของแอลิควอตเป็นมิลลิลิตร (1.0 มิลลิลิตร เวน้แต่จะมีคาํสัÉงไวเ้ป็นอยา่งอืÉนในเอกสารทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยั) 

15.5. การติดฉลาก 

15.5.1. ดาํเนินการพิมพ ์การควบคุมคุณภาพ และการติดฉลากไครโอไวแอลให้เสร็จสิÊนก่อนปัÉนเหวีÉยงขัÊนสุดทา้ย  

หมายเหตุ: สิÉงสาํคญัคือตอ้งลดเวลาทีÉเซลลย์งัอยูใ่นตะกอนให้ตํÉาทีÉสุด 
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15.5.2. สร้างฉลากไครโอไวแอลโดยใช ้LDMS 

15.5.2.1. ปฏิบตัิตามแนวปฏิบตัิทางห้องปฏิบตัิการของเครือข่ายสาํหรับการดาํเนินการป้อนขอ้มูลให้เสร็จสิÊน 

15.5.2.2. ตรวจพิสูจน์ฉลากไครโอไวแอลแต่ละประเภททีÉไดม้าสาํหรับขอ้ผิดพลาดในการป้อนขอ้มูลโดยเทียบกบัคาํขอของห้องปฏิบตัิการและแผ่นงานการทาํ

กระบวนการก่อนตดิฉลากไครโอไวแอล 

15.5.2.3. ตรวจสอบบาร์โคด้บนฉลากและพืÊนทีÉพิมพด์ว้ยสายตาเพืÉอดูการปรับแนวและคุณภาพของการพิมพ ์

15.5.2.4. แกไ้ขขอ้ผดิพลาดในการป้อนขอ้มูลใด ๆ ใน LDMS และพิมพฉ์ลากอีกครัÊ งตามทีÉจาํเป็น 

15.5.3. ติดฉลากบนไครโอไวแอลเพืÉอให้สามารถมองเห็นสิÉงทีÉอยู่ในหลอดได ้

15.5.4. สแกนไครโอไวแอลเปล่าทีÉติดฉลากแลว้ตามลาํดบั GSID เขา้ไปในมอดูลการจดัเก็บของ LDMS เพืÉอให้แน่ใจว่าสามารถสแกนบาร์โคด้ได ้

การทวนสอบความสามารถในการสแกนและการกาํหนดสถานทีÉจดัเก็บจะรวมอยูใ่นขัÊนตอนนีÊ  

หมายเหตุ: แนะนาํเป็นอยา่งยิÉงให้ใชแ้ท่นวาง Nunc เพืÉอให้สามารถเปิด/ปิดไวแอลดว้ยมือเดียว ห้ามวางฝาไครโอไวแอลบนพืÊนผิวใด ๆ 

15.6. การปัÉนเหวีÉยงขัÊนสุดทา้ย 

หมายเหตุ: หากเซลลจ์ะถูกแช่แขง็ในรูปแบบตะกอนของ PBMC (PEL) ทีÉไม่มีชีวิตและในรูปแบบเซลลท์ีÉมีชีวิต ให้นาํปริมาตรของ PBMC 

ทีÉจาํเป็นสาํหรับการสร้างตะกอนเซลลท์ีÉไม่มีชีวิตออกก่อนขัÊนตอนการปัÉนเหวีÉยงขัÊนสุดทา้ย และดาํเนินการทาํกระบวนการของตะกอนเซลลท์ีÉไม่มีชีวิตให้เสร็จสิÊน 

และปฏิบติัตามคาํแนะนาํทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยัสาํหรบัตะกอนของ PBMC ทีÉไม่มีชีวิต 

15.6.1. QS (เพิÉมปริมาตรของสารแขวนตะกอนของเซลล)์ ถึง 45 มิลลิลิตร ดว้ย WDR 

และวางหลอดแบบกน้แหลมทีÉมีเซลลท์ีÉเก็บมาและเจือจางแลว้ในเครืÉองปัÉนเหวีÉยง 

15.6.2. ปัÉนเหวีÉยงเซลลท์ีÉเจือจางแลว้ทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 25°ซ (หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้

15.6.3. ทวนสอบวา่ไครโอไวแอลทัÊงหมดติดฉลากแลว้และสามารถเขา้ถึงไดง่้าย 

หมายเหตุ: อนุญาตให้ทาํให้ไวแอลเยน็ล่วงหน้าและ/หรือทาํงานบนนํÊาแขง็เปียก 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ไม่ควรทาํให้ไครโอไวแอลเยน็ล่วงหนา้และทาํงานบนนํÊาแขง็เปียก และตอ้งไดรั้บอนุมติัจากศูนยห์้องปฏิบตัิการของ HVTN 

ก่อนใชก้บัตวัอยา่งของเครือข่าย HVTN 

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

ติดฉลากหน่วยแช่แขง็อยา่งเหมาะสมเพืÉอให้เจา้หนา้ทีÉห้องปฏิบติัการสามารถกาํหนดสิÉงทีÉอยู่ภายในได ้

ตอ้งแน่ใจว่าหน่วยมีอุณหภูมิทีÉถูกตอ้งสาํหรับการใชง้านในเวลาทีÉทาํการบรรจุไวแอลและสามารถเขา้ถึงไดท้นัทีก่อนนาํตะกอนเซลลข์ัÊนสุดทา้ยออกจากเค

รืÉองปัÉนเหวีÉยง ดูหัวขอ้ 7.5 สาํหรับขอ้มูลการจดัเก็บและการบาํรุงรักษา 

15.7. การแอลิควอตสาํหรับการเก็บรกัษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง 

หมายเหตุ: ขัÊนตอนต่อไปนีÊจะตอ้งดาํเนินการอยา่งรวดเร็วเพืÉอรกัษาความสมบูรณข์องเซลล ์ 

15.7.1. นาํส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ของ WDR 

ออกและทิÊงอยา่งระมดัระวงัโดยไม่รบกวนตะกอนเซลลโ์ดยเทลงในภาชนะบรรจุของเสียทีÉเป็นของเหลวทีÉกาํหนดไวใ้น BSC อยา่งรวดเร็ว 

อาจใชวิ้ธีการทางเลือก เช่น การนาํออกดว้ยปิเปตทางซีรมัวิทยาหรือโดยการดูดออก สาํหรับตะกอนทีÉหลวมหรือมีเซลลเ์ม็ดเลือดแดงในปริมาณมาก 

15.7.2. ค่อย ๆ ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนเซลลก์่อนเตมิ CPS โดยการดีด การเคาะ หรือการปิเปตตามทีÉระบไุวด้า้นล่าง 

15.7.2.1. HVTN อนุญาตให้ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนโดยใช้ปริมาตรทีÉวดัได/้ติดตามไดข้อง CPS 

ปริมาตรเดียวกนักบัปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ของ WDR ทีÉใชใ้นการแขวนตะกอนใหม่ในขัÊนตอนการลา้งก่อนหนา้ อยา่ลืมลบปริมาตร CPS 

นีÊออกจากปริมาตรสุดทา้ยทัÊงหมดของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS (Vf ) ทีÉจะเพิÉม หากปริมาตรสุดทา้ยทัÊงหมดของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS 

(Vf ) มากกวา่ปริมาตรทีÉใชใ้นการแขวนตะกอนใหม่ 

15.7.2.2. ค่อยๆ เตมิปริมาตรของ CPS เยน็ (Vf ) ทีÉกาํหนดไวใ้นหัวขอ้ 15.4 (ลบปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ใด ๆ ทีÉใชใ้นการสลายตะกอน) 

ลงในเซลลท์ีÉแขวนตะกอนใหม่แลว้ พร้อมกบัหมุนอยา่งต่อเนืÉอง 

15.7.3. ทาํงานอยา่งรวดเร็วเมืÉอเติม CPS แลว้ ห้ามปล่อยให้เซลลอ์ยูใ่นสารละลายสาํหรับการเก็บรกัษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉงเป็นเวลานานกว่า 10 

นาทีก่อนนาํไปวางในตูแ้ช่แข็ง 

15.7.4. ค่อย ๆ ผสมสารแขวนตะกอนทัÊงหมดแต่ทัÉวถึงและรวดเร็วดว้ยปิเปตทางซีรมัวิทยาทนัทีก่อนทีÉจะแอลิคลวอต 

ใชค้วามระมดัระวงัอยา่ให้เกิดฟองอากาศในระหวา่งขัÊนตอนเหล่านีÊ  รักษาสารแขวนตะกอนไวต้ลอดกระบวนการบรรจุไวแอล 
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15.7.4.1. แอลิควอต 1.0 มิลลิลิตรต่อไครโอไวแอล เวน้แต่ SPLI/LPC/LM ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยัจะมีคาํสัÉงไวเ้ป็นอยา่งอืÉน 

หมายเหตุ: กระจายส่วนเกินใด ๆ ให้เท่า ๆ กนัในไครโอไวแอลทัÊงหมดสาํหรับ PTID นัÊน 

15.8. การแช่แขง็ขา้มคืนแบบควบคุมอตัรา 

15.8.1. หลงัจากการทาํกระบวนการและการนบั ให้ดาํเนินขัÊนตอนทีÉจาํเป็นในการแช่แขง็เซลลใ์ห้เสร็จสิÊนทนัที 

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

ดูหัวขอ้ 7.5 สาํหรับขอ้มูลการจดัเก็บและการบาํรุงรักษา 

15.8.3. ขนถ่ายไครโอไวแอลทัÊงหมดตามลาํดบั ID ของสิÉงส่งตรวจทัÉวโลกไปยงัหน่วยแช่แขง็แบบควบคุมอตัราทนัที 

สาํหรบั CRFU ทัÊงหมด ซึÉงคือ Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® และ StrataCooler® ของ Agilent Technologies 

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

ในสถานทีÉทีÉไม่ถูกรบกวนจากการเขา้ถึงตูแ้ช่แขง็ซํÊา ๆ (นัÉนคือ ห่างจากดา้นหนา้หรือดา้นบนของตูแ้ช่แข็งทีÉใกลก้บัประตูเปิด/ฝาเปิด) ห้ามวางซ้อนกนั 

แนะนาํให้ CRFU ทัÊงหมดอยูใ่นตูแ้ช่แขง็ขา้มคืน 

สาํหรบั CryoMed® หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกลแบบควบคุมอตัราอืÉน ๆ ให้เริÉมโปรแกรมทาํความเยน็ตาม SOP ในสถานทีÉทีÉเหมาะสม (หมายเหตุสาํหรับ HVTN: 

ไม่อนุญาตให้ใช้ตูแ้ช่แข็งแบบควบคุมอตัราสาํหรับตวัอยา่งของ HVTN) 15.8.4. 

15.8.4. บนัทึกวนัทีÉ/เวลาทีÉถูกแช่แข็งทนัทีในแผ่นงาน PBMC ป้อนวนัทีÉ/เวลาทีÉถูกแช่แข็งทีÉบนัทึกในแผ่นงานลงใน LDMS 

15.9. บนัทึกองคป์ระกอบหลกัทัÊงหมดตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบตัิการ 

16. การควบคุมคุณภาพ 

16.1. เซลลที์Éได ้

สิÉงสาํคญัคือตอ้งรับรู้การฟืÊ นตวัทีÉคาดไวส้าํหรับประชากรผูเ้ขา้ร่วมซึÉงกาํลงัทาํกระบวนการ เซลลท์ีÉไดส้ามารถทาํหนา้ทีÉเป็นเครืÉองหมายของการควบคุมคุณภาพภายใน 

(internal quality control marker) สาํหรบัการดาํเนินการแต่ละรอบ ผลทีÉไดน้อกช่วงทีÉคาดไวอ้าจบ่งชีÊถึงขอ้ผิดพลาดในกระบวนการ การเสืÉอมสภาพของรีเอเจนต ์

ขอ้ผิดพลาดเกีÉยวกบัจาํนวนเซลลจ์ากการนับ หรือขอ้ผดิพลาดในการคาํนวณ 

หมายเหตุ: คาํแนะนาํทีÉให้ไวด้า้นล่างมีไวเ้พืÉอให้แนวทางในการช่วยระบุขอ้ผดิพลาดทางเทคนิคทีÉร้ายแรงก่อนการเก็บรกัษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง 

ค่าเหล่านีÊอาจแตกต่างกนัไปโดยขึÊนอยูก่บัสารกนัเลือดเป็นลิÉมทีÉใช้ 

16.1.1. เซลลที์Éไดท้ีÉคาดไวส้าํหรับประชากรผูใ้หญ:่ 

ประชากร ช่วงของเซลล์ทีÉมีนิวเคลียสเดียวทีÉได้ (เซลล์/มิลลิลิตร) 

ผูใ้หญ่ (0.8 ถึง 3.2) x 106 

 

16.1.2. เซลลที์Éไดท้ีÉไม่คาดคิด 

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

การผสมสารแขวนตะกอนสาํหรับการนับเซลลใ์ห้เพียงพอ) และประวติั PTID หากมี เพืÉอหาสาเหตุทีÉเป็นไปได ้

16.1.2.2. เซลลที์Éไดจ้ากผูเ้ขา้ร่วมทีÉมีชีวิตอยูก่บัเอชไอวอีาจตํÉากว่าทีÉแสดงในตารางขา้งตน้ 

16.1.2.3. หากสงสัยว่ามีขอ้ผิดพลาดในการเจือจางเซลลห์รือการนบั ให้ทาํการเจือจางใหม่และนบัใหม่ 

16.1.3. บนัทึกผลลพัธ์ทัÊงหมดและปัญหาใด ๆ ทีÉเกิดขึÊนในระหว่างการทาํกระบวนการและการดาํเนินการตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบตัิการ ดูหัวขอ้ 

5 สาํหรับรายละเอียด 

หมายเหตุสําหรับ HVTN และ HPTN: บนัทกึปัญหาและการดาํเนินการใด ๆ ในแผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ของ HVTN 

ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิัย รายการทีÉป้อนใน LDMS สาํหรับแอลิควอต และในหัวขอ้ความคิดเห็นเกีÉยวกบัเซลลท์ีÉไดข้องโปรแกรม Atlas HVTN PBMC 

หากเหมาะสม ติดต่อศูนยห์้องปฏิบตัิการของ HVTN หากมีขอ้กงัวลใด ๆ 

16.2. ความอยูร่อดไดข้องเซลล ์

16.2.1. ความอยูร่อดไดข้อง PBMC ทีÉแยกใหม่ ๆ ควร >95% 

16.2.2. หากความอยูร่อดไดข้อง PBMC ใหม่ ๆ <95% ให้ทบทวนผลลพัธ์กบัหัวหนา้งานและบนัทึกตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบติัการ 
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หมายเหตุ: หากกาํลงัเตรียมตวัอยา่งสาํหรับการทดสอบความชาํนาญในการเก็บรกัษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉงสาํหรับ PBMC ของ IQA 

ตอ้งมีจาํนวนเซลลท์ีÉมีชีวิตจากการนบั 

17. การจัดเก็บ PBMC (ชัÉวคราวหรือในสถานทีÉ) 

17.1. รักษาห่วงโซ่ความเยน็ (cold chain) ในระหวา่งขัÊนตอนการขนถ่ายทัÊงหมดเพืÉอหลีกเลีÉยงความเสียหายทีÉจะเกิดกบัเซลล์ 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ขนส่งบนนํÊาแขง็แห้งไปยงัคลงัเก็บสิÉงส่งตรวจส่วนกลาง (central specimen repository) ภายใน 1 สัปดาห์นับจากการเก็บ เวน้แต่ SPLI 

ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวจิัยของ HVTN จะมีคาํสัÉงไวเ้ป็นอยา่งอืÉน (ความถีÉในการขนส่งจะเป็นไปตามภมูิภาคและขึÊนอยูก่บัขอ้กาํหนดของโครงการวิจยั) 

ดาํเนินการต่อไปทีÉ 17.2 

หมายเหตุสําหรับ HPTN: ปฏิบตัิตามคาํแนะนาํทีÉให้ไวใ้นคู่มือห้องปฏิบตัิการทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยั 

หมายเหตุสําหรับ ACTG: ขนส่งบนนํÊาแขง็แห้งภายใน 4 สัปดาห์นับจากวนัทีÉแช่แข็ง เวน้แต่จะมีการให้คาํแนะนาํไวเ้ป็นอยา่งอืÉนใน LPC ดาํเนินการต่อไปทีÉ 17.2 

17.2. ขนถ่าย PBMC ไปยงัทีÉจดัเก็บชัÉวคราวในตูแ้ช่แขง็ -80°ซ 

17.2.1. ขนถ่ายไครโอไวแอลจากระบบทาํความเยน็แบบควบคุมอตัราไปยงัสถานทีÉจดัเก็บทีÉกาํหนดไวท้ีÉ -65 ถึง -95°ซ สาํหรบั ACTG,  

-70 ถึง -95°ซ สาํหรับ HVTN และ HPTN 

17.2.2. ขนถ่ายไครโอไวแอลหลงัจากอยา่งตํÉา 4 ชัÉวโมงสาํหรบั Nalgene® Mr. Frosty™ และ Corning® CoolCell® และขา้มคืนสาํหรับ StrataCooler® 

(แนะนาํให้ใชก้ารจดัเก็บขา้มคืนสาํหรับ CRFU ทัÊงหมดเป็นแนวปฏิบตัิมาตรฐานเพืÉอลดความเสีÉยงทีÉจะเกิดกบั 

สิÉงส่งตรวจ) สาํหรับ CryoMed® เมืÉอเสร็จสิÊนโปรแกรมแลว้ ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัตูแ้ช่แขง็ -80°ซ 

หมายเหตุ: จําเป็นสําหรับ HVTN และ HPTN แนะนําสําหรับ ACTG: อนุญาตให้ใชถ้าดสาํหรบัขนถ่ายแบบใชน้ํÊาแขง็แห้ง (dry ice transfer pan) 

สาํหรบัหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอตัราเท่านัÊน ตอ้งใชก้ล่องเก็บความเยน็แบบดา้นขา้งสูง (tall-sided cooler) 

ทีÉทาํให้เยน็ล่วงหนา้แลว้สาํหรับตูแ้ช่แขง็/กล่องจดัเก็บ PBMC ดูแนวทางเกีÉยวกบัห่วงโซ่ความเยน็ขา้มเครือข่าย (หัวขอ้ 7 กระบวนการขนถ่ายสิÉงส่งตรวจ) 

สาํหรบัรายละเอียดเพิÉมเติม ตอ้งแน่ใจวา่ใชน้ํÊาแขง็แห้งโปะทบักล่องไครโอไวแอลสาํหรับตูแ้ช่แขง็และฝาปิดทุกดา้นแลว้ 

ทาํงานอยา่งรวดเร็วและมีประสิทธิภาพเพืÉอลดการสัมผสัไครโอไวแอลกบัอุณหภมูิโดยรอบ 

หมายเหตุ: ห้ามเก็บในไนโตรเจนเหลว (LN2) เก็บไวท้ีÉ -65 ถึง -95°ซ สาํหรบั ACTG, -70 ถึง -95°ซ สาํหรับ HVTN และ HPTN จนกว่าจะขนส่ง 

หมายเหตุ: 

ทาํให้ถงัเก็บสาํหรับขนส่งแบบใชน้ํÊาแข็งแห้งเยน็ล่วงหนา้และใชก้ล่องเก็บความเยน็แบบดา้นขา้งสูงทีÉทาํให้เยน็ล่วงหนา้แลว้ในระหวา่งขัÊนตอนการควบคุ

มคุณภาพและการบรรจุ ตอ้งแน่ใจว่าใส่นํÊาแขง็แห้งเต็มถงัเก็บสาํหรับขนส่งแบบใชน้ํÊาแขง็แห้งก่อนปิดผนึก 

17.2.3. ติดต่อบุคลากรของศูนยห์้องปฏิบตัิการของเครือข่ายหากตวัอยา่งไปไม่ถึงปลายทางภายในเวลาจดัเก็บชัÉวคราวทีÉเครือข่ายกาํหนด 

ศูนยห์้องปฏิบตัิการของเครือข่ายจะตดัสินวา่การขนถ่ายไปยงัสถานทีÉจดัเก็บ LN2 และการขนส่งในถงัเก็บ LN2 สาํหรบัขนส่งนัÊนเหมาะสมหรือไม่ 

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

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ไม่อนุญาตให้ทาํการจดัเก็บ LN2 หรือใชถ้งั LN2 หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกล -150°ซ สาํหรับการจดัเก็บ PBMC ของ HVTN โดยมีขอ้ยกเวน้ 

ซึÉงเป็นกรณีทีÉพบไดน้อ้ย ห้องปฏิบตัิการตอ้งไม่ขนถ่ายตวัอยา่งจากตูแ้ช่แขง็ -80°ซ เวน้แต่ LC ของ HVTN จะมีคาํสัÉงให้ทาํเช่นนัÊน 

17.3.1. ภายใน 72 ชัÉวโมงหลงัจากการแช่แขง็ไครโอไวแอลในระบบทาํความเยน็แบบควบคุมอตัรา ขนถ่ายบนนํÊาแขง็แห้งไปยงัสถานทีÉจดัเก็บทีÉกาํหนดไวใ้นถงั 

LN2 หรือระบบการจดัเก็บ -150°ซ 

17.3.2. ตวัอยา่ง PBMC ทีÉถูกแช่แขง็มีชีวิตในเฟสไอของ LN2 อยา่งไม่มีกาํหนด ห้ามขนถ่ายตวัอยา่งจาก LN2 หรือ -150°ซ กลบัไปยงัตูแ้ช่แขง็ -80°ซ 

เวน้แต่เครือข่ายหรือทีมโครงการวจิยัจะมีคาํสัÉงให้ทาํ 

17.3.3. เมืÉอเก็บตวัอยา่งใน LN2 แลว้ ตอ้งทาํการขนถ่ายหรือการขนส่งทัÊงหมดใน LN2 (≤ -140°ซ) และขนส่งในถงัเก็บ LN2 

สาํหรบัขนส่งแบบแห้งทีÉไดรั้บอนุมตัิจาก IATA 

18. การกรอกเอกสารเกีÉยวกับการทํากระบวนการ 

18.1. ตอ้งแน่ใจว่าบนัทึกขอ้มูลทีÉเหมาะสมทัÊงหมดโดยปฏิบตัิตามแนวปฏิบตัิการจดัทาํเอกสารทีÉดีตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบตัิการ 

และการคาํนวณทัÊงหมดถูกตอ้ง ดูหัวขอ้ 5 สาํหรับรายละเอียด 

18.2. เก็บคาํขอของห้องปฏิบตัิการ แผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC และเอกสารติดตามอืÉนใดตามนโยบายของห้องปฏิบตัิการ 

19. คําจํากัดความและคําย่อ 
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คาํศพัท์ คาํจาํกดัความ 

ACTG Advancing Clinical Therapeutics Globally 

อุณหภมิูในการปัÉนเหวีÉยง 15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ 

จับตัวเป็นลิÉมทีÉมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า มากกวา่ ¾ ของมวลเลือดครบจบัตวัเป็นลิÉม 

ลิÉมเลือดขนาดเลก็ 

ลิÉมเลือดขนาดเล็กทีÉสังเกตเห็นหลงัจากการทาํกระบวนการกบั PBMC ในหลอดเลือดครบ แต่สังเกตเห็นบนฟริตของหลอดแยกหลงัจากการปัÉนเหวีÉยง 

CPS สารละลายสาํหรับการเก็บรักษาในสภาวะเยน็ยวดยิÉง 

CSTFB หลอดแยกเซลลท์ีÉมีตวักัÊนแบบฟริต 

DGM ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

FBS ซีรัมจากตวัอ่อนววั 

HBSS สารละลายเกลือสมดุลของแฮงกส์ 

การแตกของเมด็เลือดแดง 

การเปลีÉยนสีของซีรมัหรือพลาสมาจากสีชมพูเป็นแดงเนืÉองจากเซลลเ์ม็ดเลือดแดงแตก ประเมินเกรดการแตกของเม็ดเลือดแดงตามสเกลต่อไปนีÊ : 

1+ สีออกชมพู-แดงซีดในซีรัมหรือพลาสมา สามารถอ่านหนงัสือพิมพท์ีÉวางไวด้า้นหลงัหลอดเลือดไดอ้ยา่งชดัเจน 

2+ สีออกชมพู-แดงในซีรมัหรือพลาสมา สามารถอ่านหนงัสือพิมพไ์ด ้แต่ไม่คมชดัเท่า 

3+ สีออกชมพู-แดงเขม้ในซีรัมหรือพลาสมา เห็นหนงัสือพิมพไ์ดไ้ม่ชดั 

4+ สีแดงมะฮอกกานีเขม้ในซีรัมหรือพลาสมา ไม่สามารถอ่านหนงัสือพิมพไ์ด ้

หมายเหตุ: เซลลเ์ม็ดเลือดแดงแตกจะทาํให้ซีรัมหรือพลาสมามีลกัษณะทีÉมีสี แต่ใส 

ในขณะทีÉเมืÉอมีการปนเปืÊ อนเซลลเ์ม็ดเลือดแดงจะทาํให้ซีรัมหรือพลาสมามีลกัษณะขุ่น 

HI-FBS ซีรัมจากตวัอ่อนววัทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อน 

HPTN HIV Prevention Trials Network 

HVTN HIV Vaccine Trials Network 

มีดีซ่าน (icteric) พลาสมามสีีเขียวหรือส้มซึÉงบ่งบอกว่ามีบิลิรูบินเพิÉมขึÊน 

LDMS ระบบการจดัการขอ้มูลห้องปฏิบตัิการ 

LM คู่มือห้องปฏิบตัิการ (HPTN) 

LPC แผนภมูิการทาํกระบวนการของห้องปฏิบติัการ (ACTG) 

PBMC เซลลเ์ม็ดเลือดชนิดนิวเคลียสเดียวจากเลือดส่วนปลาย 

PBS นํÊาเกลือทีÉบฟัเฟอร์ดว้ยฟอสเฟต 

PI ผูวิ้จยัหลกั 

PTID/PID หมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้ร่วม 

QS ทาํให้มีปริมาณเพียงพอ—เติมปริมาณของเหลวให้เพียงพอเพืÉอให้ไดป้ริมาตรทีÉระบไุว ้

อุณหภมิูห้อง (RT) 15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ 

SPLI คาํแนะนาํห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ (HVTN) 

ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใช้ได้ (UWBV) ปริมาตรทีÉวดัไดข้องเลือดครบ ซึÉงจะถูกทาํกระบวนการจริง (ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดอ้าจไม่เท่ากบัความจุของหลอด) 

การจัดเก็บในเฟสไอ ทีÉจดัเก็บไนโตรเจนเหลว (LN2) ในเฟสไอเป็นพืÊนทีÉในถงัจดัเก็บทีÉอยูเ่หนือ LN2 เหลวทีÉกน้ถงั 

WDR รีเอเจนตส์าํหรับการลา้งและการเจือจาง (HBSS, PBS) 

20. เอกสารอ้างอิง 

20.1. Bull M., Lee B., Stucky J., Chiu Y.L., Rubin A., Horton H., and McElrath MJ. Defining blood processing parameters for optimal detection of cryopreserved 

antigen-specific responses for HIV vaccine trials. J. Immunol. Methods 322:57-69 (2007). 

20.2. CHAVI SOP for PBMC Isolation and Cryopreservation, CHAVI-A0001, v5, Nov 3 2008. 

20.3. Cox J.H., DeSouza M., Ratto-Kim S., Ferrari G., Weinhold K.J., and Birx B.L. Cellular Immune assays for evaluation of Vaccine efficacy in developing countries. 

Manual of Clinical laboratory Immunology. Rose N.R., Hamilton R.G., Detrick B. Eds. (6th ed.) p.301-315 (2002). 

20.4. Islam B., Lindbert A., and Christensen B. Peripheral blood cells preparation influences the level of expression of leukocyte cell surface markers as assessed with 

quantitative multicolor flow cytometry. Cytometry 22:128-134 (1995). 
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กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐานเกีÉยวกับการทํากระบวนการกบั PBMC ข้ามเครือข่าย 

 

SOP เกีÉยวกบัการทาํกระบวนการกบั PBMC เวอร์ชนั 8.0 | HANC-LAB-P0001 | มีผล: 14 มิถุนายน 2026  หนา้ 26 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

20.5. Immunovirology Research Network (IVRN) Laboratory Manual: Separation and storage of serum, plasma and PBMCs. IVRN. Dec 12 2007. 

20.6. Kierstead L.S., Dubey S., Meyer B., Tobery T.W., Mogg R., Fernandez V.R., Long R., Guan L., Gaunt C., Collins K., Sykes K.J., Mehrotra B.V., Chirmule N., 

Shiver J.W., and Casimiro B.R. Enhanced rates and magnitude of immune responses detected against an HIV vaccine: effect of using an optimized process for 

isolating PBMC. AIDS Res Hum Retroviruses 23:86-92 (2007). 

20.7. Shearer WT, Rosenblatt HM, Gelman RS, Oyomopito R, Plaeger S, Stiehm ER, Wara DW, Douglas SD, Luzuriaga K, McFarland EJ, Yogev R, Rathore MH, Levy 

W, Graham BL, Spector SA; Pediatric AIDS Clinical Trials Group. Lymphocyte subsets in healthy children from birth through 18 years of age: the Pediatric AIDS 

Clinical Trials Group P1009 study. J Allergy Clin Immunol. 112(5):973-80 (2003). 

20.8. Sigma-Aldrich Accuspin™ System-Histopaque®-1077, procedure number A6929/A7054/A0561, Dated 2003-09. 

20.9. Weinberg A., Betensky R., Zhang L., and Ray G. Effect of shipment, storage, anticoagulant, and cell separation on lymphocyte proliferation assays for human 

immunodeficiency virus-infected patients. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 5:804-807 (1998). 

20.10. Weinberg A, Song LY, Wilkening CL, Fenton T, Hural J, Louzao R, Ferrari G, Etter PE, Berrong M, Canniff JD, Carter D, Defawe OD, Garcia A, Garrelts TL, 

Gelman R, Lambrecht LK, Pahwa S, Pilakka-Kanthikeel S, Shugarts DL, and Tustin NB. Optimization of storage and shipment of cryopreserved peripheral blood 

mononuclear cells from HIV-infected and uninfected individuals for ELISPOT assays. J Immunol Methods. 363(1):42-50 (2010). 

21. ภาคผนวก 

21.1. ภาคผนวก A: แผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ทัÉวไปของ HVTN-HPTN 

หมายเหตุ: ภาคผนวก A ยงัมีให้ในรูปแบบทีÉสามารถดาวนโ์หลดไดใ้นเวบ็ไซตส์าธารณะของ HANC ทีÉ https://www.hanc.info/resources/sops-guidelines-

resources/laboratory/cross-network-pbmc-processing- sop.html 

21.2. ภาคผนวก B: แผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ของ ACTG 

21.3. ภาคผนวก C: ตวัอยา่งบนัทึกการเปลีÉยนไอโซโพรพานอล Nalgene® Mr. Frosty 

21.4. ภาคผนวก D: การแกไ้ขปัญหา: การฟืÊ นตวัของ PBMC เมืÉอไม่มีแถบ PBMC ทีÉกาํหนดไวห้ลงัจากการปัÉนเหวีÉยงแบบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

21.5. ภาคผนวก E: การรวมชัÊนบฟัฟีโคตสาํหรับการแยก PBMC ดว้ยตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

21.6. ภาคผนวก F: คู่มือฉบบัยอ่ของ SOP เกีÉยวกบัการทาํกระบวนการกบั PBMC ขา้มเครือข่าย—CSTFB 

21.7. ภาคผนวก G: คู่มือฉบบัยอ่ของ SOP เกีÉยวกบัการทาํกระบวนการกบั PBMC ขา้มเครือข่าย—วิธีโอเวอร์เลยด์ว้ยมือ 

21.8. ภาคผนวก H: รีเอเจนตต์วัอยา่ง 

21.9. ภาคผนวก I: ประวตัิการแกไ้ข 
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กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 27 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

ภาคผนวก A: แผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ทัÉวไปของ HVTN-HPTN  

หมายเหตุ: สาํหรบั HPTN และ HVTN ให้ใชแ้ผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยัทีÉพบในคาํแนะนาํห้องปฏิบติัการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ (SPLI) 

หรือคู่มือห้องปฏิบตัิการทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยั เวน้แต่จะมีคาํสัÉงไวเ้ป็นอยา่งอืÉน กรอกขอ้มูลทุกช่องดว้ยลายมือโดยใชป้ากกา 

ห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ:  โครงการวิจยั: 

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

วนัทีÉเก็บ: เวลาทีÉเก็บ:  

วนัทีÉเริÉมทาํกระบวนการ: เวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการ: ทาํกระบวนการโดย (ชืÉอยอ่): 
 

รีเอเจนต ์ ผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นทีÉผลิต วนัหมดอายุ 

DMSO    

FBS    

WDR: HBSS หรือ PBS (วงกลมเลือกหนึÉงอยา่ง)    

หลอดแยกเซลล ์(ฟริต)    

ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น    

 ปริมาตรเป็นมิลลิลิตร (บนัทึกเป็น X.Y) วนัหมดอายุ 

CPS 
CPS DMSO FBS 

1 วนัทาํการ (<18 ชัÉวโมง) 
   

ขอ้มูลทีÉจะบนัทึกในระหว่างการทาํกระบวนการ ตวัอยา่ง 

ประเภทหลอดตวัอยา่ง (วงกลมเลือกหนึÉงประเภท หรือบนัทึกประเภทหลอด “อืÉน ๆ”) 
ACD / HEP / EDT 

อืÉน ๆ: _______________ 

สภาวะของเลือด (วงกลมเลือกหนึÉงสภาวะหรือมากกว่า เพิÉมความคิดเห็นในหนา้หลงัตามทีÉจาํเป็น) SAT/ HEM / CLT 

ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดท้ีÉวดัได ้(ให้ใกลก้บั 0.1 มิลลิลิตร มากทีÉสุด) มิลลิลิตร 

บ่งชีÊวิธีการทาํกระบวนการ (วงกลมเลือกหนึÉงวิธี) CSTFB / โอเวอร์เลย ์/ อนัเดอร์เลย ์

วิธีการนบั: ชืÉอเครืÉองมือจาํเพาะหรือการนบัดว้ยมือ (บนัทึกในช่องทางดา้นขวา)  

ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนับของ HBSS (หรือ WDR อืÉน ๆ) (V) (บนัทึกเป็น X.Y) มิลลิลิตร 

ความเขม้ขน้เฉลีÉยของจาํนวนเซลล์จากการนบั (C) x 106 เซลล์/มิลลิลิตร 

จาํนวนเซลลท์ัÊงหมด (T) = C x V x 106 เซลล ์

คาํนวณเซลลท์ีÉได/้มิลลิลิตรของเลือดครบ (การตรวจสอบการควบคุมคุณภาพ)= (T/ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ด)้ x 106 เซลล์/มิลลิลิตร 

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

คาํนวณปริมาตรสุดทา้ยของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS (Vf) (V1 ซึÉงปัดเศษลงให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มทีÉใกลท้ีÉสุด (X.0) มิลลิลิตร) มิลลิลิตร 

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

พิมพแ์ละควบคุมคุณภาพเนืÊอหา/บาร์โคด้ของฉลาก LDMS (ชืÉอยอ่ของบุคคลทีÉดาํเนินการควบคุมคุณภาพ)  

วนัทีÉและเวลาทีÉถูกแช่แข็ง (ววดดดปปปป /ชช:นน) (อธิบายในหัวขอ้ความคิดเห็น หากไม่อยูภ่ายใน 4 ชัÉวโมงของเวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการ)  

จาํนวนไครโอไวแอลทีÉถูกแช่แข็งจริง 

หมายเหตุ: ควรเท่ากบัปริมาตรสุดทา้ยของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS สาํหรับแอลิควอต 1 มิลลิลิตร (Vf) 
 

กรอกรายการ LDMS ทีÉเหลือ รวมถึงจาํนวนเซลล์ทัÊงหมดจากการนบัและเวลาทีÉถูกแช่แข็ง (ชืÉอย่อ)  
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กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 28 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

ภาคผนวก A: แผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ทัÉวไปของ HVTN-HPTN   หน้า 2 ของจํานวน 2 หน้า 

หมายเหตุ: สาํหรบั HPTN และ HVTN ให้ใชแ้ผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยัทีÉพบในคาํแนะนาํห้องปฏิบติัการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ (SPLI) 

หรือคู่มือห้องปฏิบตัิการทีÉจาํเพาะตอ่โครงการวิจยั เวน้แต่จะมีคาํสัÉงไวเ้ป็นอยา่งอืÉน กรอกขอ้มูลทุกช่องดว้ยลายมือโดยใชป้ากกา 

ห้องปฏิบติัการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ: 

PTID/PID: 

การขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงักล่องจดัเก็บสาํหรับตูแ้ช่แขง็ 

บุคคลทีÉขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัสถานทีÉเก็บกล่องจดัเก็บทีÉกาํหนดโดย LDMS  

วนัทีÉ (ววดดดปปปป)/เวลาทีÉขนถ่ายไครโอไวแอลจากอุปกรณ์แช่แขง็แบบควบคุมอตัราไปยงักล่องจดัเก็บ 

(ตอ้งรักษาตวัอยา่งไวท้ีÉ -80°ซ ในระหว่างการขนถ่าย) 
 

การทบทวนครัÊ งแรก (ปฐมภูมิ) (ชืÉอยอ่/วนัทีÉ)  

การทบทวนครัÊ งสุดทา้ย (ทุติยภูมิ) (ชืÉอยอ่/วนัทีÉ)  

 

จาํนวนฮีมาไซโตมิเตอร์จากการนับ จาํนวนทัÊงหมดจากการนับ เซลลที์Éมีชีวิต ไม่มีชีวิต 

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #1 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #2 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #3 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #4 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

จาํนวนเซลลเ์ฉลีÉยจากการนับต่อสีÉเหลีÉยมจตัุรสั (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

แฟกเตอร์ในการเจือจาง PBMC (1:DF*)    

แฟกเตอร์ของฮีมาไซโตมิเตอร์สาํหรบัเซลล/์มิลลิลิตร 104 104 104 

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

แปลงให้เป็น řŘŞ เซลล/์มิลลิลิตร 
ไม่เกีÉยวขอ้ง 

x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 
ไม่เกีÉยวขอ้ง 

% ความอยูร่อดได ้= 

(สีÉเหลีÉยมจตุัรัสของเซลลท์ีÉมีชีวิต 4 อนั/สีÉเหลีÉยมจตัุรัสของเซลลท์ัÊงหมด 4 อนั) (100) 
ไม่เกีÉยวขอ้ง  ไม่เกีÉยวขอ้ง 

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

จาํนวนเซลล์จากการนบัโดยอตัโนมตัิ 

(řŘś/ไมโครลิตร=řŘŞ/มิลลิลิตร) การนบั #1 

จาํนวนเซลล์จากการนบั (C) เป็นเซลล ์x 106/มิลลิลิตร  

แฟกเตอร์ในการเจือจาง PBMC (1:DF**)  

ความเขม้ขน้ของเซลล ์= (C)(DF) x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 

% ความอยูร่อดได ้(หากเกีÉยวขอ้ง)  

**หมายเหต:ุ การเจือจางสาํหรับเครืÉองนับอตัโนมตัิเป็นกรณีทีÉพบไดย้ากมาก หากดาํเนินการนบัโดยตรง ให้ป้อน 1 ในช่อง DF และกรอกในคอลมัน์ 
 

ความคิดเห็น การเบีÉยงเบนจากโครงการวจิยั และขอ้มูลเพิÉมเติมทีÉไม่ไดบ้นัทึกไวท้ีÉอืÉนในแผ่นงานนีÊ : 

 

  



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 29 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

ภาคผนวก B: แผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ของ ACTG เวอร์ชัน 8.0   (หน้า 1 ของจํานวน 2 หน้า) 

หมายเหตุ: ตอ้งกรอกช่องขอ้มูลในแผ่นงานนีÊดว้ยลายมือโดยใชป้ากกา 

โปรดดู N1 และ A ใน LPC ของโครงการวิจยั (สาํหรับการรับรอง/การทดสอบ IQA โปรดดูรายละเอียดโปรแกรมปัจจุบนั) 

ห้องปฏิบตัิการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ: ประเภทการส่ง (วงหนึÉงตวัเลือก): IQA หรือโครงการวิจยั 

หมายเลขโครงการวิจยั (ไมต่อ้งระบุหากเป็น IQA): N1: A*: 

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

วนัทีÉเก็บ: เวลาทีÉเก็บ:  

วนัทีÉเริÉมทาํกระบวนการ: เวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการ: ทาํกระบวนการโดย (ชืÉอยอ่): 

รีเอเจนต ์
การตรวจสอบคุณภาพดว้ยสายตา 

(ใช่/ไม่ใช่) 
ผูผ้ลิต หมายเลขรุ่นทีÉผลิต วนัหมดอาย ุ

DMSO     

FBS     

WDR: HBSS หรือ PBS (วงกลมเลือกหนึÉงอยา่ง)     

หลอดแยกเซลล ์(ฟริต)     

ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น     

 ปริมาตรเป็นมิลลิลิตร (บนัทึกเป็น X.Y) วนัหมดอาย ุ

CPS 
CPS DMSO FBS 

1 วนัทาํการ (<18 ชัÉวโมง) 
   

ขอ้มูลทีÉจะบนัทึกในระหว่างการทาํกระบวนการ ตวัอยา่ง 

ประเภทหลอดตวัอยา่ง (วงกลมเลือกหนึÉงประเภท หรือบนัทึกประเภทหลอด “อืÉน ๆ”) 
ACD / HEP / EDT 

อืÉน ๆ: ________ 

สภาวะของเลือด (วงกลมเลือกหนึÉงสภาวะหรือมากกว่า เพิÉมความคิดเห็นในหนา้หลงัตามทีÉจาํเป็น) 
SAT/ HEM / CLT 

อืÉน ๆ: ________ 

ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ดท้ีÉวดัได ้(WBV) (ให้ใกลก้บั 0.1 มิลลิลิตร มากทีÉสุด) มิลลิลิตร 

ปริมาตรพลาสมาทีÉวดัไดท้ีÉนาํออกและเปลีÉยนดว้ย WDR ในปริมาตรทีÉเท่ากนั (ให้ใกลก้บั 0.1 มิลลิลิตรมากทีÉสุด)  

บ่งชีÊวิธีการทาํกระบวนการ (วงกลมเลือกหนึÉงวิธี) CSTFB / โอเวอร์เลย ์/ อนัเดอร์เลย ์

วิธีการนบั: ชืÉอเครืÉองมือจาํเพาะหรือการนบัดว้ยมือ (บนัทึกในช่องทางดา้นขวา)  

ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนับของ WDR) (V) = WBV X 0.20 (ปัดเศษให้เป็น (X.0) มิลลิลิตร ทีÉเป็นจาํนวนเต็มทีÉใกลท้ีÉสุด) มิลลิลิตร 

ความเขม้ขน้เฉลีÉยของจาํนวนเซลล์จากการนบั (C) x 106 เซลล์/มิลลิลิตร 

จาํนวนเซลลท์ัÊงหมด (T) = C x V x 106 เซลล ์

คาํนวณเซลลท์ีÉได/้มิลลิลิตรของเลือดครบ (การตรวจสอบการควบคุมคุณภาพ)= (T/ปริมาตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ด)้ x 106 เซลล์/มิลลิลิตร 

หาก T/A ≥ N1 จากนัÊน ปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS (V1) = A* 

หาก T/A < N1 จากนัÊน คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS ทีÉประมาณไว ้(V1) = (T/N1x106 เซลล์) (1 มิลลิลติร) 
มิลลิลิตร 

คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ขัÊนสุดทา้ยของ CPS (Vf), (V1 ซึÉงปัดเศษลงให้เป็นค่ามิลลิลิตรเต็มทีÉใกลท้ีÉสุด (X.0)) มิลลิลิตร 

คาํนวณจาํนวนเซลลจ์ริงต่อไวแอล N2 = (T/Vf) x V2; (V2=1 มิลลิลิตร) 

หมายเหตุ: ห้ามเก็บเซลล์เกิน 50 ลา้นเซลลต์่อไวแอล 
x 106 เซลล์/ไวแอล 

จาํนวนไครโอไวแอลทีÉถูกแช่แข็งจริง 

หมายเหตุ: ควรเท่ากบัปริมาตรสุดทา้ยของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS สาํหรับแอลิควอต 1 มิลลิลิตร (Vf) และ ≤ (A)* 

 

พิมพแ์ละควบคุมคุณภาพเนืÊอหา/บาร์โคด้ของฉลาก LDMS (ชืÉอยอ่ของบุคคลทีÉดาํเนินการควบคุมคุณภาพ)  

วนัทีÉและเวลาทีÉถูกแช่แข็ง (ววดดดปปปป/ชช:นน) (อธิบายในหัวขอ้ความคิดเห็น หากไม่อยูภ่ายใน 4 ชัÉวโมงของเวลาทีÉเริÉมทาํกระบวนการ)  

กรอกรายการ LDMS ทีÉเหลือ รวมถึงจาํนวนเซลล์ทัÊงหมดจากการนบัและเวลาทีÉถูกแช่แข็ง (ชืÉอย่อ)  
 

หมายเหตุ: A* = จาํนวนแอลิควอตสูงสุดทีÉตอ้งการตามแผนภูมิการทาํกระบวนการของห้องปฏิบตักิาร (LPC) ทีÉจาํเพาะต่อโครงการวิจยั ห้ามเก็บเกินจาํนวนแอลิควอตนีÊ  สาํหรับ IMPAACT 

โปรดปฏบิตัิตามขอ้กาํหนดทีÉระบุไวใ้นโครงการวิจยั 

ภาคผนวก B: แผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ของ ACTG เวอร์ชัน 8.0   (หน้า 2 ของจํานวน 2 หน้า) 

หมายเหตุ: ตอ้งกรอกช่องขอ้มูลในแผ่นงานนีÊดว้ยลายมือโดยใชป้ากกา 

ห้องปฏิบติัการทีÉทาํกระบวนการกบัสิÉงส่งตรวจ: ________________________________________________________________________________________________________________________  

PTID/PID: 



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 30 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

การขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงักล่องจดัเก็บสาํหรับตูแ้ช่แขง็ 

บุคคลทีÉขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัสถานทีÉเก็บกล่องจดัเก็บทีÉกาํหนดโดย LDMS  

วนัทีÉ (ววดดดปปปป)/เวลาทีÉขนถ่ายไครโอไวแอลจากอุปกรณ์แช่แขง็แบบควบคุมอตัราไปยงักล่องจดัเก็บ (ตอ้งรักษาตวัอยา่งไวท้ีÉ -80°ซ 

ในระหว่างการขนถ่าย) 
 

การทบทวนครัÊ งแรก (ปฐมภูมิ) (ชืÉอยอ่/วนัทีÉ)  

การทบทวนครัÊ งสุดทา้ย (ทุติยภูมิ) (ชืÉอยอ่/วนัทีÉ)  

 

จาํนวนฮีมาไซโตมิเตอร์จากการนับ จาํนวนทัÊงหมดจากการนับ เซลลที์Éมีชีวิต ไม่มีชีวิต 

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #1 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #2 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #3 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

สีÉเหลีÉยมจตุัรัส #4 (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

จาํนวนเซลลเ์ฉลีÉยจากการนับต่อสีÉเหลีÉยมจตัุรสั (เซลล/์ตารางมิลลิเมตร)    

แฟกเตอร์ในการเจือจาง PBMC (1:DF*)    

แฟกเตอร์ของฮีมาไซโตมิเตอร์สาํหรบัเซลล/์มิลลิลิตร 104 104 104 

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

แปลงให้เป็น 106 เซลล/์มิลลิลิตร 
ไม่เกีÉยวขอ้ง 

x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 
ไม่เกีÉยวขอ้ง 

% ความอยูร่อดได ้= 

(สีÉเหลีÉยมจตุัรัสของเซลลท์ีÉมีชีวิต 4 อนั/สีÉเหลีÉยมจตัุรัสของเซลลท์ัÊงหมด 4 อนั) (100) 
ไม่เกีÉยวขอ้ง  ไม่เกีÉยวขอ้ง 

 

จาํนวนเซลล์จากการนบัโดยอตัโนมตัิ 

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

**หมายเหต:ุ แฟกเตอร์ในการเจือจาง (DF) = (ส่วนของเซลล ์+ 

ส่วนของของไหลในการเจือจาง)/ส่วนของเซลล ์

***หมายเหตุ: การเจือจางสาํหรับเครืÉองนบัอตัโนมติัเป็นกรณีทีÉพบไดย้ากมาก 

หากดาํเนินการนบัโดยตรง ให้ป้อน 1 ในช่อง DF และกรอกในคอลมัน์ 

จาํนวนเซลล์จากการนบั (C) เป็นเซลล ์x 106/มิลลิลิตร  

แฟกเตอร์ในการเจือจาง PBMC (1:DF**)  

ความเขม้ขน้ของเซลล ์= (C)(DF) x 106 เซลล/์มิลลิลิตร 

% ความอยูร่อดได ้(หากเกีÉยวขอ้ง)  

 

ความคิดเห็น การเบีÉยงเบนจากโครงการวจิยั และขอ้มูลเพิÉมเติมทีÉไม่ไดบ้นัทึกไวท้ีÉอืÉนในแผ่นงานนีÊ : 

 

  



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 31 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

ภาคผนวก C: ตัวอย่างบันทึกการเปลีÉยนไอโซโพรพานอล Nalgene® Mr. Frosty™ 

หมายเหตุ: ตอ้งเปลีÉยนไอโซโพรพานอลทุกรอบการแช่แขง็/การละลายรอบทีÉห้า 

วันทีÉใช้ 

การเปลีÉยน 

ไอโซโพรพานอล (ใช่/ไม่ใช่) ชืÉอย่อ  วันทีÉใช้ 

การเปลีÉยน 

ไอโซโพรพานอล (ใช่/ไม่ใช่) ชืÉอย่อ 

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

ตรวจทานโดย:  วนัทีÉ:  

  



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 32 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

ภาคผนวก D: การแก้ไขปัญหา: การฟืÊ นตัวของ PBMC เมืÉอไม่มีแถบ PBMC ทีÉกําหนดไว้หลังจากการปัÉนเหวีÉยงแบบ 

เกรเดียนต์ของความหนาแน่น 

D.1. ทีÉมา: หากมีบางอยา่งผิดพลาดในระหวา่งการปัÉนเหวีÉยงเลือดแบบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นและชัÊนพลาสมาจะไม่แยกกนัอยา่งสมบูรณ์ 

และทา่นอาจไม่เห็นชัÊน PBMC อยา่เพิÉงตกใจ การฟืÊ นตวัของ PBMC บางส่วนสามารถทาํไดด้ว้ยขัÊนตอนเพิÉมเติม 

D.2 ระบุปัญหา: 

D.2.1 นาํหลอดออกจากเครืÉองปัÉนเหวีÉยงและขนถ่ายไปยงัแท่นวาง 

D.2.2 พยายามระบุสาเหตุทีÉทาํให้ไม่มีชัÊน PBMC ทีÉชดัเจน สาเหตุทีÉเป็นไปไดม้ีดงัต่อไปนีÊ : 

• หลอดหล่นหรือกระแทก 

• เบรกเปิดอยู่ 

• ความเร็วในการปัÉนเหวีÉยงสูงเกินไป ทวนสอบวา่การตัÊงค่ารอบตอ่นาทีถูกตอ้งสาํหรบักระบวนการทีÉใช ้(CSTFB 

หรือการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่นดว้ยมือ) โดยตรวจสอบแผนภมูิ RCF/รอบต่อนาทีสาํหรับโรเตอร์ 

เครืÉองปัÉนเหวีÉยงบางเครืÉองตอ้งมีการตัÊงค่าบนเครืÉองปัÉนเหวีÉยงตรงกบัประเภทของถว้ยใส่หลอดทีÉใช ้หากการตัÊงค่าไม่ถูกตอ้ง เครืÉองปัÉนเหวีÉยงอาจคาํนวณความเร็วผิดพลาด 

• เครืÉองปัÉนเหวีÉยงงหยดุทาํงานเนืÉองจากแหล่งจ่ายไฟจ่ายไฟไม่ต่อเนืÉอง 

• ฟริตหลุดออกจากทีÉ (มกัเกิดจากความเร็วในการปัÉนเหวีÉยงทีÉสูงเกินไป แต่บางครัÊ งอาจมีหลอดชาํรุดในชุดการผลิต) 

• เครืÉองปัÉนเหวีÉยงไม่สมดุล 

• ผูบ้ริจาคมีจาํนวนลิมโฟไซต ์เซลลเ์ม็ดเลือดขาว หรือฮีมาโทคริตตํÉา 

D.3 จากสาเหตุข้างต้น ห้าสาเหตุแรกสามารถแก้ไขได้ง่าย หากสาเหตุเกิดจากเครืÉองปัÉนเหวีÉยงไม่สมดุล ให้หาว่าเหตุใดเครืÉองปัÉนเหวีÉยงจงึไม่สมดุล ตรวจสอบดังต่อไปนีÊ: 

D.3.1 ตรวจสอบวา่หลอดสมดุลหรือไม่ 

D.3.2 ตรวจสอบว่าถว้ยใส่หลอดของเครืÉองปัÉนเหวีÉยงสมดุลหรือไม่ 

D.3.3 ตรวจสอบว่าแขนและถว้ยใส่หลอดของเครืÉองปัÉนเหวีÉยงไดรั้บการใส่จารบีและนํÊามนัอย่างเหมาะสมหรือไม ่

หมายเหตุ: หากสงสัยเครืÉองปัÉนเหวีÉยงเครืÉองใดเครืÉองหนึÉง ให้ใชเ้ครืÉองอืÉน 

D.4 หากปัญหาน่าจะได้รับการแก้ไขแล้ว ให้ปัÉนเหวีÉยงตัวอย่างซํÊาดังนีÊ: 

D.4.1 รีเอเจนต:์ 

• ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

• หลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร 

• ปิเปต 

D.4.2 วิธีการ: 

หมายเหตุ: ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นเป็นพิษต่อเซลล ์ดงันัÊนจึงควรทาํงานอยา่งมีประสิทธิภาพ 

D.4.2.1 เติมตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร ปราศจากเชืÊอ (ไม่ใช่ CSTFB) 

D.4.2.2 ปล่อยให้ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอุ่นจนมีอุณหภูมิเท่ากบัอุณหภมูิห้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภมูิอากาศ) ขณะทาํงานกบัตวัอยา่ง 

D.4.2.3 สาํหรบัหลอดทีÉผสมแลว้แต่ละหลอด ให้ติดฉลากหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร ดว้ย PTID ใชปิ้เปตเพืÉอนาํสิÉงทีÉอยูใ่นตวัอยา่งทีÉผสมแลว้ออกจากการแยกหรือ CSTFB อยา่งชา้ ๆ 

(โดยปกติ ฟริตของ CSTFB จะหลุดออกจากทีÉ) 

D.4.2.4 ถ่ายตวัอยา่งทีÉผสมแลว้ 30 มิลลิลิตร ลงในหลอดทีÉมีตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 

D.4.2.5 ทาํเช่นนีÊซํÊาสาํหรับตวัอยา่งทีÉผสมแลว้ทัÊงหมด 

D.4.2.6 วางหลอดลงในเครืÉองปัÉนเหวีÉยง โดยตรวจสอบว่าหลอดสมดุลหรือไม่ 
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D.4.2.7 ปัÉนเหวีÉยงเป็นเวลา 30 ถึง 40 นาทีทีÉ 400 x แรงโนม้ถ่วง โดยปิดเบรกทีÉอุณหภมูหิ้อง (15 ถึง 25°ซ หรือสูงถึง 30°ซ โดยขึÊนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ) 

D.4.2.8 ตอนนีÊควรสามารถมองเห็นชัÊน PBMC ได ้(บ่อยครัÊ งจะสูญเสียบางเซลลไ์ป ดงันัÊนชัÊนจึงอาจบางได)้ 

D.4.2.9 ถ่ายชัÊน PBMC ลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร ทีÉติดฉลากดว้ยตวัระบุ PTID อยา่งระมดัระวงั 

ใชห้ลอดใหม่หนึÉงหลอดสาํหรับหลอดตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นทุกหลอด 

D.4.2.10 ปิดฝาหลอดตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอีกครัÊ ง 

D.4.2.11 กลบัไปทีÉหัวขอ้ 15 ของโครงการวิจยัหลกั 

หมายเหตุ: ในหัวขอ้ “ความคิดเห็นและการเบีÉยงเบนจากโครงการวจิยั” ของแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ให้บนัทึกรายละเอียดของการเบีÉยงเบนจาก SOP (นัÉนคือ การดาํเนินขัÊนตอนจาก 

“ภาคผนวก D” เพืÉอฟืÊ นตวั PBMC เนืÉองจากไม่มีแถบ PBMC ทีÉกาํหนดไวห้ลงัจากการปัÉนเหวีÉยงแบบเกรเดียนต์ของความหนาแน่น) นอกจากนีÊ  

สังเกตวา่การปัÉนเหวีÉยงซํÊาใชเ้วลานานเทา่ไรเพืÉอจะประมาณไดว่้าเซลลอ์ยูใ่นตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นนานเพียงใด 
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ภาคผนวก E: การรวมชัÊนบัฟฟีโคตสําหรับการแยก PBMC ด้วยตัวกลางเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 

สามารถใชก้ระบวนการนีÊ เมืÉอทาํการแยก PBMC จากหลอดเลือดหลายหลอดทีÉมีการรวมกนัของ PTID-สารกนัเลือดเป็นลิÉมเดียวกนั 

กระบวนการนีÊ ช่วยให้สามารถรวมชัÊนบฟัฟีโคตเพืÉอลดการใชรี้เอเจนต์และวสัดุสิÊนเปลือง เพิÉมการฟืÊ นตวั และลดการปนเปืÊ อน 

บฟัฟีโคตเป็นส่วนของเลือดครบทีÉใส่สารกนัเลือดเป็นลิÉมทีÉมีเซลลเ์ม็ดเลือดขาว (WBC) และเกล็ดเลือด และเกิดขึÊนหลงัจากการปัÉนเหวีÉยงทีÉรอยต่อของชัÊนพลาสมาและเซลลเ์ม็ดเลือดแดง WBC 

ส่วนใหญ่จะพบในชัÊนบฟัฟีโคต โดยมีส่วนเพียงเล็กนอ้ยมาก (ทัÊงหมด <1 ลา้น) ทีÉยงัคงอยู่ในกลุ่มเซลลเ์ม็ดเลือดแดงหลงัจากเก็บบฟัฟีโคต 

ชัÊนบฟัฟีโคตจะถูกเก็บพร้อมกบัส่วนเล็กนอ้ยของพลาสมาและเซลลเ์ม็ดเลือดแดง (ประมาณ 1.5 มิลลิลิตร) แลว้ถูกเจือจางก่อนการโอเวอร์เลยบ์นตวักลางเกรเดียนตส์าํหรับการแยกลิมโฟไซต์ 

กระบวนการ:  

E1.  ตอ้งแน่ใจว่าท่านไดด้าํเนินขัÊนตอนในหัวขอ้ 14.4.1 ถึง 14.4.2 เสร็จสิÊนแลว้ 

E2.  ปัÉนเหวีÉยงเลือดครบทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที 

E3.  เก็บพลาสมา (และเก็บรักษาไวต้ามทีÉจาํเป็น - ดูหัวขอ้ 14.3.4 ถึง 14.3.7) จากแต่ละหลอดจนถึงภายในประมาณ 5 มิลลิเมตร 

จากชัÊนบฟัฟีโคต (ซึÉงเห็นไดช้ดัในกรณีส่วนใหญ่ เวน้แต่ผูป่้วยจะมีภาวะนิวโทรฟิลตํÉา/ลิมโฟไซตต์ํÉาอยา่งรุนแรง) 

E4.  กาํหนดความจุและจาํนวนของหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมทีÉจะจาํเป็นสาํหรบัการรวมกนัของ PTID-

สารกนัเลือดเป็นลิÉมแตล่ะชุด ห้ามรวมตวัอยา่งจาก PTID/สารกนัเลือดเป็นลิÉมทีÉแตกต่างกนั โดยทัÉวไป: 

• สามารถรวมบฟัฟีโคตจากหลอดเก็บเลือดขนาด 10 มิลลิลิตร สองหลอดลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม 

15 มิลลิลิตร หนึÉ งหลอด 

• สามารถรวมบฟัฟีโคตจากหลอดเก็บเลือดขนาด 10 มิลลิลิตร 

สูงถึงหกหลอดลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม 50 มิลลิลิตร หนึÉงหลอด 

E5.  ติดฉลากหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมแต่ละหลอดดว้ย PTID 

E6.  เตมิ WDR ลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมปราศจากเชืÊอแต่ละหลอด 

ความจุของหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลม (มิลลิลิตร) ปริมาตรของ WDR (มิลลิลิตร) 

15 3 

50 10-15 

 

E7.  จบัหลอดทีÉพลาสมาหมดไปแลว้ (ซึÉงตอนนีÊมีพลาสมาตกคา้งในปริมาณเล็กนอ้ยและเซลลท์ีÉอดัแน่น) ทีÉมุมประมาณ 30° 

E8.  ใชปิ้เปตทีÉทาํจากพอลิโพรพิลีนแบบใชแ้ลว้ทิÊงทีÉมีรูกวา้ง (wide bore) ขนาด 2.5 มิลลิลิตร ปราศจากเชืÊอในการเก็บบฟัฟีโคต 

ดูดบฟัฟีโคตออกโดยขยบัปลายดา้นล่างของหลอดลงให้ตํÉาลง ดูดพลาสมาชา้ ๆ ตามดว้ยบฟัฟีโคต ซึÉงจะ “เลืÉอน” ชัÊนเซลลเ์ม็ดเลือดแดงทีÉอดัแน่น (การดูดออกประมาณ 1.5 

มิลลิลิตร) ลงดา้นล่าง ถ่ายบฟัฟีโคตไปยงัหลอดทีÉมี WDR โดยกลัÊวปิเปต 2 ถึง 3 ครัÊ งดว้ยสารแขวนตะกอนของ WDR/เซลล ์

E9.  เก็บและรวมบฟัฟีโคตจากหลอดทีÉเหลือสาํหรับการรวมกนัของ PTID-สารกนัเลือดเป็นลิÉมดงักล่าว 

E10.  QS สารแขวนตะกอนของ WDR/เซลลด์ว้ย WDR เพิÉมเติมจนไดป้ริมาตรทีÉตอ้งการสาํหรับการดาํเนินการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่น ค่อย ๆ ผสมบฟัฟีโคตทีÉรวมกนั 

3 ถึง 4 ครัÊ งดว้ยปิเปต 

E11.  ดาํเนินการแยกเซลลแ์บบเกรเดียนตข์องความหนาแน่นต่อในขัÊนตอนในหัวขอ้ 14.5 สาํหรับ 14.5 “เลือดทีÉเจือจางแลว้” หมายถึง “บฟัฟีโคตทีÉเจือจางแลว้” 

  

พลาสมา 

(55% ของเลือดทัÊงหมด) 

ลิวโคไซตแ์ละเกล็ดเลือดในบฟัฟีโ

คต (<1% ของเลือดทัÊงหมด) 

อิริโทรไซต ์

(45% ของเลือดทัÊงหมด) 
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ภาคผนวก F: รีเอเจนต์และวัสดุสิÊนเปลืองตัวอย่าง 

หมายเหตุ: ตอ้งจดัซืÊอรีเอเจนต์ทัÊงหมดแบบปราศจากเชืÊอ และตอ้งใชเ้ทคนิคปลอดเชืÊอ 

รีเอเจนต์/วสัดุสิÊนเปลือง ตวัอยา่ง เลือกได/้จาํเป็น 

CSTFB แห้ง • หลอดแยก Accuspin™ 

• หลอดแยก Leucosep® 

เลือกได ้(หมายเหตุสําหรับ HVTN: 

จาํเป็น) 

หลอดแยกเซลลท์ีÉมีตวักัÊนแบบฟริต (CSTFB) 

ทีÉเติมสารไวล้่วงหนา้ทีÉมีตวักลางเกรเดียนตข์องความหน

าแน่น 1.077 

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

ไม่อนุญาตหากไม่ไดร้ับอนุมตัิจากเครือข่าย) 

ตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่น 1.077 • Ficoll-Paque PLUS และ PREMIUM 

• Lymphoprep™ 

• ตวักลางสาํหรับการแยกลิมโฟไซต ์- LSM ™ 

เลือกได ้

ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์(DMSO)  

เกรดสาํหรับการเพาะเลีÊยงเซลล์ 

• Hybrimax, Sigma-Aldrich แค็ตตาล็อก # D2650, 

ทีÉผ่านการทดสอบชีวพิษภายในตวั (endotoxin) 

และการทดสอบไฮบริโดมาแลว้ 

• หรือผลิตภณัฑท์ีÉเทียบเท่า 

จาํเป็น 

ซีรัมจากตวัอ่อนววั (FBS)  ACTG: โปรดดูทีÉ www.actg- impaact-lc.org ภายใต ้

resources > documents สาํหรับขอ้มูลการสัÉงซืÊอ FBS 

ในปัจจุบนัและรุ่นทีÉผลิตทีÉตอ้งการ 

HPTN: 

โปรดดูขอ้มูลเกีÉยวกบัรุ่นทีÉผลิตปัจจุบนัทีÉตรวจสอบความเ

ทีÉยงตรงโดย IQA 

HVTN (และโครงการวจิยัข้ามเครือข่ายบางโครงการกบั 

HVTN): เครือข่ายเป็นผูจ้ดัเตรียม FBS ทีÉไดร้ับอนุมตัิจาก 

HVTN 

ให้ห้องปฏิบตัิการในลกัษณะทีÉถูกลดฤทธิÍ ดว้ยความร้อนแ

ลว้ และห้ามจดัซืÊอนอกห่วงโซ่อุปทาน/กระบวนการของ 

HVTN 

ไครโอไวแอล • หลอด Nunc CryoTubes™ ทีÉทาํจากพอลิโพรพิลีน (PP) 

มีเกลียวใน และฝาเกลียว #377267 

• Greiner Cryotubes แบบมีเกลียวใน ฝาเกลียวธรรมชาติ 

ทาํจากพอลิโพรพิลีน (PP) กน้กลม มีพืÊนทีÉเขียน ฐานรูปดาว 

ปราศจากเชืÊอ #122263 

• ไวแอลแบบไครโอเจนิกทีÉทาํจากพอลิโพรพิลีน มีเกลียวใน 

ตัÊงไดเ้อง และมีกน้กลม Corning® ขนาด 2 มิลลิลิตร #430488 

ควรใช ้Nunc/ตอ้งมีเกลียวในสาํหรับเครือข่ายทัÊงหมด 

 

หมายเหตุสําหรับ HVTN: ตอ้งใช ้Nunc CryoTubes™ 

#377267 สาํหรับโครงการวิจยัของเครือข่ายของ HVTN 

การใชสิ้Éงใด ๆ แทนทีÉตอ้งไดร้ับอนุมตัิจาก HVTN 

ก่อนทีÉห้องปฏิบตัิการจะทาํการจดัซืÊอ 

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

• ฉลากสาํหรับตูแ้ช่แข็ง Shamrock 

เลือกได ้

ปากกามาร์กเกอร์ • ปากกามาร์กเกอร์ Fisherband* #13-379 

• ปากกาสาํหรับห้องปฏิบตัิการ/ปากกามาร์กเกอร์สาํหรับห้องปฏบิั

ติการ Nalgene® #6310/#6311 

เลือกได ้

  



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 36 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

ภาคผนวก G: คู่มือฉบับย่อของ SOP เกีÉยวกับ PBMC—CSTFB 

ตอ้งใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และ LDMS สาํหรบัเครือข่ายทัÊงหมด (ดูรายละเอียดในหัวขอ้ 5) ก่อนใชคู้่มือฉบบัยอ่นีÊ เป็นครัÊ งแรก ตอ้งทบทวน SOP เกีÉยวกบั PBMC 

ฉบบัเต็มเพืÉอดูหมายเหตุและรายละเอียดทีÉสาํคญั ตลอดจนแนวทางทีÉจาํเพาะตอ่เครือข่าย 

ขัÊนตอน การอ้างองิกับ SOP 

1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ 11.2 

2. เตรียมตวัอยา่งเลือดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุสิÊนเปลือง 13.2 

3. หากต้องใชแ้อลิควอตของพลาสมาตามคาํแนะนาํของโครงการวิจยั: 

a. ปัÉนเหวีÉยงเลือดครบทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที 

b. ทาํเครืÉองหมายปริมาตรทัÊงหมดของเลือดทีÉเมนิสคสั แลว้ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร 

ทีÉติดฉลากแลว้สาํหรบัการทาํกระบวนการเพิÉมเติม (800 ถึง 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที โดยเลือกใช้เบรกหรือไม่ก็ได)้ 

c. เติม WDR ในปริมาณทีÉเพียงพอเพืÉอทาํให้เลือดกลบัมามีเลือดครบในปริมาตรดัÊงเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อ 

13.3 

4. เติม WDR 5 มิลลิลิตร ลงใน CSTFB ทีÉติดฉลากแลว้แต่ละหลอด และ WDR 25 มิลลิลิตรลงในหลอดลา้งแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร 

ทีÉสอดคลอ้งกนัทีÉติดฉลากแลว้แต่ละหลอด (หมายเหตุ: สามารถดาํเนินการก่อนหนา้นัÊนไดโ้ดยเป็นส่วนของการเตรียมการ [ขัÊนตอนทีÉ 2]) 

13.4 

5. ถ่ายเลือด 15 ถึง 20 มิลลิลิตร (12-22 ก็ไดรั้บอนุญาต) ลงใน CSTFB ทีÉติดฉลากแลว้ 

a. ติดตามปริมาตรทีÉวดัไดอ้ยา่งระมดัระวงั บนัทึก UWBV ทีÉวดัไดใ้ห้แม่นยาํให้ใกลก้บั 0.1 มิลลิลิตร มากทีÉสุด 

 

6. เติมปริมาตรทีÉกลัÊวในหลอด WDR และ WDR ขัÊนสุดทา้ยลงใน CSTFB สูงถึง 30 มิลลิลิตร (WDR + เลือดครบ)  

7. ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 800 ถึง 1000 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 15 นาทีทีÉ 15 ถึง 30°ซ โดยปิดเบรก/ตัÊงค่าเป็นศูนย ์ 13.5 

8. ตรวจสอบหลอดเพืÉอหาปัญหาทีÉอาจเกิดขึÊนได ้  

9. เก็บบฟัฟีโคตของ CSTFB แต่ละชัÊนลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร ทีÉสอดคลอ้งกนัหลอดเดียวทีÉติดฉลากแลว้ทีÉเติม WDR 25 มิลลิลิตร ไวล่้วงหนา้  

10. เติม WDR เพืÉอ QS ให้มีปริมาตรทัÊงหมดทีÉ 45 มิลลิลิตร และค่อย ๆ ผสม 15.1 

11. การลา้ง #1—ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใช้เบรกหรือไม่ก็ได ้  

12. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล์ บนัทึกการสังเกตทีÉไม่คาดคิด  

13. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์  

14. ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนเซลลใ์น WDR ปริมาณเล็กนอ้ย ทาํให้ไดส้ารแขวนตะกอนของเซลลท์ีÉเป็นเนืÊอเดียวกนั 15.2 

15. รวมสารแขวนตะกอนของตะกอนสูงถึง 4 ชนิดลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร หนึÉงหลอด  

16. เติมปริมาตรทีÉกลัÊวในหลอด WDR และ WDR ขัÊนสุดทา้ยทีÉ 45 มิลลิลิตร ลงในหลอดเซลล์  

17. การลา้ง #2—ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใช้เบรกหรือไม่ก็ได ้  

18 ตรวจสอบหาตะกอนเซลล์ บนัทึกการสังเกตทีÉไม่คาดคิด  

19 ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์  

20. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบัของ WDR (V) 15.3 

21. รวมตะกอนเซลลล์งในหนึÉงหลอดโดยใช ้WDR ในปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ ปริมาตรนีÊ เป็นปริมาตรทีÉใชอิ้งในการนบัจาํนวนเซลล์  

22. นบัและคาํนวณจาํนวนเซลลท์ัÊงหมด  

23. คาํนวณเซลลท์ีÉไดเ้ป็นเซลล์/มิลลิลิตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ด ้  

24. คาํนวณปริมาตรสุดทา้ยของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS ตรวจสอบการคาํนวณ 15.4 

25. ดาํเนินการพิมพ ์การติดฉลาก และการควบคุมคุณภาพไครโอไวแอลให้เสร็จสิÊนก่อนปัÉนเหวีÉยงขัÊนสุดทา้ย 15.5 

26. ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้ 15.6 

27. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์ 15.7 

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

29. ขนถ่ายไครโอไวแอลทัÊงหมดไปยงัหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอตัราทนัที (≤ 10 นาทีหลงัจากการเติม CPS ลงในตวัอยา่ง) และวางไวใ้นตูแ้ช่แข็ง 15.8 

30. หลงัจากช่วงเวลาทีÉเหมาะสม ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัอุปกรณ์จดัเก็บในสถานทีÉและขนส่งภายในช่วงเวลาทีÉเครือข่ายกาํหนดไว ้ 17 

31. กรอกและทบทวนแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และการป้อนขอ้มูลตามทีÉเครือข่ายมีคาํสัÉง 18.1 

  



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 37 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

ภาคผนวก H: คู่มือฉบับย่อของ SOP เกีÉยวกับ PBMC—โอเวอร์เลย์ด้วยมือ 

ตอ้งใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และ LDMS สาํหรบัเครือข่ายทัÊงหมด (ดูรายละเอียดในหัวขอ้ 5) ก่อนใชคู้่มือฉบบัยอ่นีÊ เป็นครัÊ งแรก ตอ้งทบทวน SOP เกีÉยวกบั PBMC 

ฉบบัเต็มเพืÉอดูหมายเหตุและรายละเอียดทีÉสาํคญั ตลอดจนแนวทางทีÉจาํเพาะตอ่เครือข่าย 

ขัÊนตอน (ปริมาณสาํหรับตวัอยา่งทีÉมีขนาดเล็กกว่าจะเป็นตัวเอียง) การอ้างองิกับ SOP 

1. เตรียมและทาํให้ CPS เยน็ 11.2 

2. เตรียมตวัอยา่งเลือดครบ รีเอเจนต ์และวสัดุสิÊนเปลือง 14.2 

3. หากตอ้งใชแ้อลิควอตของพลาสมาตามคาํแนะนาํของโครงการวิจยั: 

a. ปัÉนเหวีÉยงเลือดครบทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที 

b. ทาํเครืÉองหมายปริมาตรทัÊงหมดของเลือดทีÉเมนิสคสั แลว้ถ่ายพลาสมาไปยงัหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร 

สาํหรับการทาํกระบวนการเพิÉมเติม (800 ถึง 1200 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาที โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได)้ 

c. เติม WDR ในปริมาณทีÉเพียงพอเพืÉอทาํให้เลือดกลบัมามีเลือดครบในปริมาตรดัÊงเดิม ค่อย ๆ ผสม และทาํกระบวนการกบั PBMC ต่อ 

14.3 

4. ถ่ายเลือดครบลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร (15 มิลลิลิตร) ปราศจากเชืÊอและเจือจางดว้ย WDR ตามทีÉจาํเป็น 14.4 

5. โอเวอร์เลยเ์ลือดบนดา้นบนของตวักลางเกรเดียนตข์องความหนาแน่นอยา่งระมดัระวงัและชา้ ๆ (วิธีอนัเดอร์เลยเ์ป็นทางเลือกหนึÉงทีÉไดร้ับอนุมตัิ ยกเวน้โครงการวิจยัของ 

HVTN) 

 

6. ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 400-800 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 15-30 นาที โดยปิดเบรก/ตัÊงค่าเป็นศูนย ์ 14.5 

7. ตรวจสอบหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมแต่ละหลอดเพืÉอหาปัญหาทีÉอาจเกิดขึÊนได ้  

8. เก็บบฟัฟีโคตแต่ละชัÊนลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร (15 มิลลิลิตร) ทีÉสอดคลอ้งกนัหลอดเดียว  

9. เติม WDR จนถึง QS เพืÉอให้มปีริมาตรทัÊงหมด 45 มิลลิลิตร (10 มิลลิลิตร) และค่อย ๆ ผสม 15.1 

10. การลา้ง #1—ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใช้เบรกหรือไม่ก็ได ้  

11. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล์  

12. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์  

13. ทาํการแขวนตะกอนใหม่กบัตะกอนเซลล์ใน WDR ปริมาณเล็กนอ้ย ทาํให้ไดส้ารแขวนตะกอนของเซลลท์ีÉเป็นเนืÊอเดียวกนั 15.2 

14. รวมสารแขวนตะกอนของตะกอนสูงถึง 4 ชนิดลงในหลอดปัÉนเหวีÉยงแบบกน้แหลมขนาด 50 มิลลิลิตร หนึÉงหลอด (2 ชนิดลงในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร)  

15. เติมปริมาตรทีÉกลัÊวในหลอด WDR และ WDR สุดทา้ยสูงถึง 45 มิลลิลิตร (10 มิลลิลิตร) ลงในหลอดเซลล์  

16. การลา้ง #2—ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใช้เบรกหรือไม่ก็ได ้  

17. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล์  

18. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์  

19. คาํนวณปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่สาํหรับการนบัของ WDR (V) 15.3 

20. รวมตะกอนเซลลล์งในหนึÉงหลอดโดยใช ้WDR ในปริมาตรของการแขวนตะกอนใหม่ ปริมาตรนีÊ เป็นปริมาตรทีÉใชอิ้งในการนบัจาํนวนเซลล์  

21. นบัและคาํนวณจาํนวนเซลลท์ัÊงหมด  

22. คาํนวณเซลลท์ีÉไดเ้ป็นเซลล์/มิลลิลิตรของเลือดครบทีÉสามารถใชไ้ด ้  

23. คาํนวณปริมาตรสุดทา้ยของการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS ตรวจสอบการคาํนวณ 15.4 

24. ดาํเนินการพิมพ ์การติดฉลาก และการควบคุมคุณภาพไครโอไวแอลให้เสร็จสิÊนก่อนปัÉนเหวีÉยงขัÊนสุดทา้ย 15.5 

25. ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 200 ถึง 400 x แรงโนม้ถ่วง เป็นเวลา 10 นาทีทีÉ 15 ถึง 30°ซ โดยเลือกใชเ้บรกหรือไม่ก็ได ้ 15.6 

26. ค่อย ๆ นาํส่วนเหนือตะกอนออกโดยไม่รบกวนตะกอนเซลล์ 15.7 

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

แนะนาํให้ทาํงานบนนํÊาแข็งเปียก 

 

28. ค่อย ๆ ทาํแอลิควอตของ CPS-เซลล์  

29. ขนถ่ายไครโอไวแอลทัÊงหมดไปยงัหน่วยแช่แข็งแบบควบคุมอตัราทนัที (≤ 10 นาทีหลงัจากการเติม CPS ลงในตวัอยา่ง) และวางไวใ้นตูแ้ช่แข็ง 15.8 

30. หลงัจากช่วงเวลาทีÉเหมาะสม ให้ขนถ่ายไครโอไวแอลไปยงัอุปกรณ์จดัเก็บในสถานทีÉและขนส่งภายในช่วงเวลาทีÉเครือข่ายกาํหนดไว ้ 17 

31. กรอกและทบทวนแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC และการป้อนขอ้มูลตามทีÉเครือข่ายมีคาํสัÉง 18.1 

  



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 38 ของจาํนวน 40 หนา้ 

 

ภาคผนวก I: ประวัติการแก้ไขจากเวอร์ชัน 7.0 เป็น 8.0 

วันทีÉมีผลของเวอร์ชัน 

(วว/ดดด/ปป) หัวข้อ การแก้ไข 

8.0 

14 มิถุนายน 2026 

หนา้ปก อปัเดตเวอร์ชนั วนัทีÉมีผล วนัทีÉใชแ้ทน และการอา้งอิงภาคผนวก 

สารบญั เพิÉมสารบญัทีÉมีหมายเลขหนา้ใหม่สาํหรับหัวขอ้และภาคผนวกทัÊงหมด 

5 ชีÊแจงขอ้กาํหนดของแผ่นงานทีÉจาํเพาะตอ่เครือข่ายให้ชดัเจน เพิÉมขอ้กาํหนดของ ACTG ลบการอา้งอิงถึง LPC ออก 

อปัเดตตารางการติดตามขององค์ประกอบหลกั 

6 แกไ้ขคาํเล็กนอ้ยในหัวขอ้สิÉงส่งตรวจทีÉจบัตวัเป็นลิÉมและเซลลท์ีÉไดต้ํÉา 

10 อปัเดตการอา้งอิงโยงภาคผนวกเนืÉองจากการเปลีÉยนตวัอกัษรในภาคผนวก 

11 ปรับโครงสร้างการเตรียม CPS ใหม่: แบ่งออกเป็นวิธีทีÉ 1 (HVTN/HPTN) และวธีิทีÉ 2 (ACTG) พร้อมอปัเดตสูตร 

ตวัอยา่ง และขัÊนตอน 

15 จดัลาํดบัขัÊนตอนการแขวนตะกอนใหม่ของ CPS ใหม่และชีÊแจงให้ชดัเจน อปัเดตการอา้งอิงโยงภาคผนวก 

ภาคผนวก เพิÉมภาคผนวก B ใหม่ (แผ่นงานการทาํกระบวนการกบั PBMC ของ ACTG) เปลีÉยนตวัอกัษรในภาคผนวกทัÊงหมดใหม่ 

เปลีÉยนชืÉอภาคผนวก A ใหม ่

ภาคผนวก I 

(ประวตัิการแกไ้ข) 

เปลีÉยนชืÉอจากภาคผนวก H อปัเดตเพืÉอให้สอดคลอ้งกบัเวอร์ชนั 8.0 

  

7.0  

19 สิงหาคม 2024 

ทัÊงหมด เพิÉมโลโก ้HANC ทีÉแกไ้ขใหม่ในส่วนหัว 

ทัÊงหมด ลบการอา้งอิงถึง MTN 

ทัÊงหมด ลบการอา้งอิงถึง IMPAACT 

ทัÊงหมด อปัเดตหัวขอ้ทัÊงหมดอยา่งครอบคลุมให้สอดคลอ้งกบัแนวทาง โครงการวิจยั และแนวปฏิบติัในปัจจุบนั 

การอนุมตัิ ลบการอนุญาตของ MTN 

การอนุมตัิ ลบการอนุญาตของ IMPAACT 

การอนุมตัิ Kathryn Dougherty ทาํหนา้ทีÉแทน John Hural สาํหรับการอนุญาตของ HVTN 

8.1.5 ขอ้กาํหนดสาํหรับไครโอไวแอลทีÉมีเกลียวในสําหรบัการจดัเก็บ PBMC 

15.4 วิธีการบรรจุไวแอลทีÉสอดคลอ้งกนัสาํหรับ ACTG, HPTN และ HVTN 

6.0 

26 เมษายน 2018 

การอนุมตัิ Grace Aldrovandi ทาํหนา้ทีÉแทน Bob Coombs สาํหรบัการอนุญาตของ ACTG John Hural ทาํหนา้ทีÉแทน Constance 

Ducar สาํหรับการอนุญาตของ HVTN Edward Livant ทาํหนา้ทีÉแทน Charlene Dezzutti สาํหรับการอนุญาตของ MTN 

8.1.4 เพิÉมขอ้กาํหนดเพิÉมเติมทีÉบนัทึกในบนัทึกประจาํวนัทีÉ 7 ตุลาคม 2016 สาํหรบัห้องปฏิบตัิการของ ACTG และ IMPAACT 

เท่านัÊน อีกทัÊงเพิÉมขอ้กาํหนดเพิÉมเติมเกีÉยวกบัไครโอไวแอลสาํหรับเครือข่ายทัÊงหมด 

18.2.1 เพิÉมแนวทางเพิÉมเติมทีÉเกีÉยวขอ้งกบัจุดตัÊงอุณหภูมิตูแ้ช่แขง็ 

ภาคผนวก D เปลีÉยน “WBC ส่วนมาก...” เป็น “WBC ส่วนใหญ่…” 

ภาคผนวก G เพิÉมขอ้มูลเพิÉมเติมในหัวขอ้ไครโอไวแอลทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการใชห้ลอดไมโครทิวบ์ฝาเกลียว SARSTEDT 

5.2 

22 กนัยายน 2014 

5.1.3 เปลีÉยน “ห้องปฏิบตัิการอาจใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ของ HVTN 

หรือแกไ้ขให้เหมาะสมสาํหรับกระบวนการของห้องปฏิบติัการนัÊน” เป็น 

“ห้องปฏิบตัิการอาจใชแ้ผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ของ HVTN 

ซึÉงแกไ้ขให้เป็นไปตามขอ้กาํหนดของเครือข่ายทีÉสอดคลอ้งกนัและเหมาะสาํหรบักระบวนการของห้องปฏิบติัการนัÊน” 

5.1 

30 กรกฎาคม 2014 

5.1.3 แนวทางสาํหรับการติดตามแผนภูมิการทาํกระบวนการกบั PBMC-: จาํนวนเซลลท์ัÊงหมด : เติม “(เลือกไดส้าํหรับ 

HVTN)” ถดัจาก N 

16.4.5 ละเวน้หมายเหตุเนืÉองจากไม่มีฟริตในหลอดแบบกน้แหลมเมืÉอทาํโอเวอร์เลยห์รืออนัเดอร์เลยด์ว้ยมือ 

16.4.6 เปลีÉยนการอา้งอิงสาํหรับวิธีโอเวอร์เลยเ์ป็น 16.4.6.1 และวธีิอนัเดอร์เลยเ์ป็น 16.4.6.2 

18.1 เพิÉมแนวทางเกีÉยวกบัเวลาจดัเก็บ/ขนถ่ายสาํหรับ HPTN, IMPAACT และ MTN 

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

 18.3 ปรับภาษาเกีÉยวกบั PBMC ทีÉเก็บในถงั LN2 หรือตูแ้ช่แขง็เชิงกล -150oซ ให้ง่ายขึÊนและไม่รวมขอ้ระบุวา่ “นานกว่า 4 

สัปดาห”์ 

18.3.1-18.3.2 เปลีÉยนแนวทางเกีÉยวกบัเวลาขนถ่ายทีÉจาํเป็นจาก “วนัทาํการถดัไป” เป็น “ภายใน 72 ชัÉวโมง” 

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



Docusign Envelope ID: D9AFB5F5-340A-883C-81F5-98BC67FD0195 

 

กระบวนการปฏิบัติงานมาตรฐาน 

เกีÉยวกับการทํากระบวนการกับสิÉงส่งตรวจ PBMC 

 

 หนา้ 39 ของจาํนวน 39 หนา้ 

 

22, 24.2 ลบตวัเลือก RPMI 

ภาคผนวก E, F เปลีÉยนการอา้งอิงถึง SOP ขัÊนตอนทีÉ 1 จาก “11.3” เป็น “11.2” 

ภาคผนวก E เปลีÉยนการอา้งอิงถึง SOP ขัÊนตอนทีÉ 31 จาก “18 หรือ 19” เป็น “18” 

ภาคผนวก E เปลีÉยนการอา้งอิงถึง SOP ขัÊนตอนทีÉ 32 จาก “19.2” เป็น “19.1” 

ภาคผนวก E เปลีÉยนขอ้ความของขัÊนตอนทีÉ 32 เป็น “กรอกแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ตามทีÉเครือข่ายมีคาํสัÉง” 

ภาคผนวก F ขัÊนตอนทีÉ 9-12: เปลีÉยน “16.1” เป็น “17.1” 

ภาคผนวก F ขัÊนตอนทีÉ 13-18: เปลีÉยน “16.2” เป็น “17.2” 

ภาคผนวก F ขัÊนตอนทีÉ 19-22: เปลีÉยน “16.3” เป็น “17.3” 

ภาคผนวก F เปลีÉยนการอา้งอิงถึง SOP ขัÊนตอนทีÉ 30 จาก “18 หรือ 19” เป็น “18” 

ภาคผนวก F เปลีÉยนการอา้งอิงถึง SOP ขัÊนตอนทีÉ 31 จาก “19.2” เป็น “19.1” 

ภาคผนวก F เปลีÉยนขอ้ความของขัÊนตอนทีÉ 31 เป็น “กรอกแผ่นงานการทํากระบวนการกับ PBMC ตามทีÉเครือข่ายมีคาํสัÉง” 

5.0 

01 พฤษภาคม 2014 

การอนุมตัิ Grace Aldrovandi ทาํหนา้ทีÉแทน Susan Fiscus สาํหรับการอนุญาตของ IMPAACT 

5.1.3 แนวทางสาํหรับการติดตามแผนภูมิการทาํกระบวนการกบั PBMC : คาํแนะนาํ: เปลีÉยน “L = LDMS 

กาํหนดให้ตอ้งทาํการติดตามใน LDMS” เป็น “L= ช่องขอ้มูลทีÉจาํเป็นใน LDMS สาํหรบัสิÉงส่งตรวจของเครือข่าย” 

5.1.3 แนวทางสาํหรับการติดตามตารางการทาํกระบวนการกบั PBMC-: เปลีÉยน “หมายเลขสิÉงส่งตรวจของ LDMS” เป็น “ID 

ของสิÉงส่งตรวจทัÉวโลกของ LDMS” 

5.1.3 เปลีÉยนเซลลท์ีÉเติมสีเทาเพืÉอบ่งชีÊว่าขอ้มูลไม่จาํเป็นเป็นสีดาํ 

7.1.8 เพิÉม HPTN และ MTN 

10.2 ละเวน้ทางเลือกสาํหรับการใช ้RMPI เป็นสิÉงแทนทีÉ 

14 การเปลีÉยนแปลงการจดัรูปแบบ 

18 และ 19 รวมคาํแนะนาํในการจดัเก็บชัÉวคราวและในสถานทีÉจากสองหัวขอ้ในหัวขอ้ 18 หัวขอ้เดียว 

19 แยกภาษาทีÉอธิบายการกรอกเอกสารเกีÉยวกบัการทาํกระบวนการทีÉซํÊาในหัวขอ้ 18 และหัวขอ้ 19 is 

ออกเป็นหัวขอ้ของตวัเอง 

ภาคผนวก H ลบการเปลีÉยนแปลงประวตัิเวอร์ชนัอืÉนโดยเก็บไวเ้ฉพาะการเปลีÉยนแปลงเวอร์ชนัปัจจุบนัทีÉเหมาะสมกบัเอกสารนีÊ เท่านัÊน 

 


