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1.  Muc dich

1.1. Quy trinh Van hanh Chuan (SOP) nay trinh bay quy trinh c6 lap va bao quan lanh nhirng Té bao
Bach cau Bon nhan Mau Ngoai bién (PBMC) tlir mau toan phan.

2. Pham vi ap dung
2.1. Day la quy trinh x& ly mau méau dé co 1ap, bao quan lanh va bao quan cac mau PBMC.

2.2. Uu tién st dung hwéng dan cu thé theo giao thirc x& ly ciia mang luéi thay cho cac quy trinh
trong SOP nay.

3. Thong tin co ban

3.1. PBMC méi thu thap va déng lanh sé duwoc str dung dé danh gia cac déi twong nghién ctru.
Nhirng nghiém phap nay yéu cdu PBMC phai dwoc ¢ 1ap va déng lanh dwdi nhirng diéu kién xac
dinh va nghiém ngat d& ddm bao kha nang khéi phuc, kha ndng sdng va chirc ndng co ban téi wu.
Tét nhat la mau dwoc xir ly va déng lanh trong vong 8 gi® ké tir luc Iay mau dé duy tri tdi da chirc
néng cuia cac t& bao trong cac nghiém phap kiém tra mién dich.

4. Quyén han va Trach nhiém

4.1. Céac Giam déc Trung tam Phong thi nghiém cua Mang lwgi/Nha nghién cteu Chinh (hodc nguwoi
duwoc phan cong) cé quyén thiét lap, kiém tra va cap nhat quy trinh nay.

4.2. Van phong Diéu phdi HIV/AIDS Mang lwdi (HANC) chju trach nhiém duy tri va kiém soat tai liéu
SOP.

4.3. Giam ;Iéc Phong thi nghiém X ly chju trach nhiém duy tri va kiém soat HANC SOP nay va bao
dam tat ca nhan vién thich hgp déu da dwoc tap huan.

4.4. Tatcanhan Vién‘CL’Ja dia diém va phong thi nghiém lién quan dén viéc thu thap, x ly va’hoac
quan ly PBMC déu phai doc va hiéu SOP nay trwéc khi thwe hién nhirng quy trinh dwoc mo ta.

4.5. HANC PBMC SOP hién hanh phai dwoc tt ca cac phong thi nghiém s dung nhw da néu dé lay
PBMC cho céac Giao thirc xtr ly clia Mang lwéi.

5. Bao cao Két qua

5.1. Phai str dung Bang quy trinh Xt ly PBMC va Hé théng Quan ly D@ liéu Phong thi nghiém (LDMS)
cho toan b mang lwoi dé theo d&i nhirng chi tiet xt ly then chot, bao gom thoi gian xt ly, phép
tinh toan va lap hoé so nhirng van dé nady sinh trong qua trinh xt ly.

5.1.1. D6i véi HPTN va HVTN, phai st dung toan bd Bang quy trinh X& ly PBMC cu thé theo
giao thirc xt ly, trir khi cé quy dinh khac trong Hwéng dan Phong thi nghiém X ly Mau
(SPLI) theo giao thirc x(r ly hodc Sé tay Phong thi nghiém (LM). Trong nhirng trwéng hop
hiém g&p khong bét budc s dung Bang quy trinh PBMC cu thé theo giao thirc x( ly thi cé
thé st dung bang quy trinh gdc trong Phu luc A va trén trang web
http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx.

5.1.2. Dbi véi cac giao thirc ACTG, phai ndm rd tat ca cac thanh phan dugc chi dinh trong Bang
quy trinh Xt ly PBMC clia Phu luc B.

5.2. Phai str dung LDMS @& biét & thong tin nguoi tham gia va thong tin x& ly, phat sinh nhing yéu t6
nhan dién duy nhat, dan nhan dng déng lanh té bao, vi tri bao quan va lap danh sach gi hang.
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5.3. Nhirng yéu té chinh can thiét dé theo déi quy trinh xt ly PBMC gdm:

Bang Yéu t6 Chinh

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

ID Nguw&i tham gia WL

S6 Bubdi kham WL

Giao thire xtv ly WL

ID MAu Toan cau LDMS Tw dong tao b&i LDMS
Ngay/Gi¢& B4t dau Xt ly WL

Tén viét tit cia Nhan vién X ly (KTV) WL

Phwong phap D&m (tén thiét bj hodc dém tha cong) w

Dém thé tich tai nhi twong WDR (V) w

Néng d6 trung binh sb té bao (C) w

S té bao muc tiéu/dng (N1) w

Téng s6té bao (T)=CxV WL

Tinh toan thé tich tai nhii twong CPS cudi cuing (V) w

Ngay va Gi¢ Dong lanh WL

Nhan xét va Sai sb cho Giao thirc xt ly, bao gbm nhwng khéng gidi han:
e Cac tinh trang mau ngoai dw kién

*  Cuc mau dong (s6 bng nghiém c6 cuc mau dong, téng sé dng nghiém tir mé
PTID va nhiing chi tiét x 1Y)

* Hiéu suét té bao dwdi gidi han dy kién W
* Céc bat thwong khi xv ly

¢ Nhirng buwéc x ly sw ¢d da thue hién
e Ghi cht néu Tdng Thoi gian >8 gi&y

* Thoi gian X ly >4 gio

Ngay/Gi¢ Thu thap WL

Thubdc ther (Nha san xuét, S6 L6 va Ngay Hét han cho DMSO, FBS, WDR, CSTFB, mdi

trwong gradient ty trong) w
Chi danh cho ACTG: FBS (Nha san xuét, Sé Lo, va Ngay Hét han) L
CPS (Thé tich cia DMSO va FBS) w
Loai 6ng nghiém mau (HEP/ACD/EDTA/Khac) WL
Tinh trang mau (vi du: SAT/HEM/CLT) WL
Thé tich mau c6 thé st dung da do dwoc WL
Sé Té bao W
S té bao thuyc té/6ng (N2) WL
Sé 6ng nghiém da dwoc dong lanh WL
Théng tin bao quan ta dong lanh (B phan Lwu trir LDMS) oL
Xac nhan kiém tra thudc thtr bdng cdm quan (KTV) o)

Hiéu suét t& bao/mL mau toan phan

W
Thé tich tai nhi twong CPS wéc tinh (V1) w
Xac nhan Kiém tra Chét lwong Nhan LDMS vé ham lwong/ma vach (KTV) w
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Xac nhan chuyén giao 6ng déng lanh t& bao dén nhirng vi tri hop bao quan dwoc chi W
dinh theo LDMS (KTV)

Ngay/gi¢r bng déng lanh dwoc chuyén giao tlr phong déng lanh diéu téc dén hdp bao W
quan.

Kiém tra Lan cudi, Ngwoi kiém tra/Ngay w

W = Phai theo doi trén Bang quy trinh PBMC
L = Phai nhap/theo doi trén LDMS i
O = C6 thé theo ddi trén bang quy trinh hoac tai liéu theo d&i bo sung

6. MaAu

6.1. Mau twoi toan phan chéng déng dwoc thu thap theo cac yéu clu cia giao thire x ly.
6.2. Diéu kién X ly

6.2.1. Bao quan miu & nhiét do phong (15°C-25°C hoac t6i da dén 30°C, tuy theo diéu kién khi
hau) ttr ltc thu thap cho dén luc giao cho phong thi nghiém xu ly.

6.2.2. Nén giao mau cho phong thi nghiém x& ly sém nhét c6 thé (theo phwong phap thwe hanh
tdt nhét thi nén giao trong vong 30 phat dén 4 gior ké tw khi ldy mau) dé phong thi nghiém
x ly c6 da théi gian dé hoan tat quy trinh bdo quan lanh. Bénh vién nén thao luan cac yéu
cau cu thé v&i phong thi nghiém xa ly trwde khi dang ky giao thive x ly.

6.2.3. Phong thi nghiém can x( ly cac mau sém nhét c6 thé ké t ltc nhan (theo phwong phap
thwe hanh tot nhat thi nén bat dau xt ly trong vong 30 phut ké ttr khi nhan mau):

Thoi gian X ly (thoi gian bat ddu xt ly) la thoi gian ké tir luc dng nghiém duwoc mé 1an

dau hodc dat vao may ly tam, tuy theo didu kién nao dén truéc.

Th&i gian Béng lanh dwoc dinh nghia la luc:

o Agilent Technologies StrataCooler®, Nalgene® Mr. Frosty™ hodc Corning®
CoolCell® dugc cho vao ti dong lanh & - 80°C. Xem SPLI/LPC/LM dé biét pham vi
nhiét d6 dwoc chap nhan nhdm tinh toan nhiét d6 dao déng théng thuéng trong ta
doéng lanh.

o Chuwong trinh [am lanh cla td déng lanh diéu téc, nhw CryoMed® da khéi dong.
Lwu y: Khéng dwoc dung ta déng lanh diéu tbc cho cac mau HVTN.

Tbng Thoi gian dwoc tinh tir Lic LAy M&u va Thai gian Bong lanh; ly twéng nhét la <8

gi&, nhung nén xt ly tt ca cac mau bat ké Tong Thoi gian.

Téng Thoi gian X ly dwoc tinh gdm Thoi gian Xt ly va Thoi gian Bong lanh; khuyén

nghi dwdi 4 gior va tot nhat 1a xt ly dwdi 3 gio.

6.2.4. Khong dé mau toan phan trong td lanh hodc lam déng lanh. Khang cho mau tiép xdc tryc
tiép v&i goi lanh néu quy vi dang s dung mau trong diéu kién rat néng.

6.3. Cac MAu Bién té

6.3.1. Céac MAu vén cuc

6.3.1.1.
6.3.1.2.
6.3.1.3.

Nén x(& ly tAt c& mau bat ké bi von cuc, tri khi cé chi dan khac trong giao thire x@ ly.
B (nhirng) cuc mau déng va tiép tuc x& ly nhw binh thwéong.

Danh dau diéu kién 1a CLT trén bang quy trinh va trong LDMS. Ghi céc chi tiét trong
muc nhan xét ctia bang quy trinh x ly.

6.3.2. Cac mau tan huyét

6.3.2.1.
6.3.2.2.
6.3.2.3.

Sw tan huyét c6 thé anh hwéng dén chat lwong ctiia PBMC.
X& ly nhw binh thuwdng.

Danh dau diéu kién 1a HEM trén bang quy trinh va trong LDMS. Ghi céc chi tiét trong
muc nhan xét ctia bang quy trinh x ly.
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6.3.3.

Hiéu suat té bao thap

6.3.3.1. Sau khi dém té bao, néu hiéu suét té bao khong du dat yéu cau theo giao thirc xi Iy thi

lién lac v&i bénh vién dé l4y mau cé thé thay thé. Néu hiéu suét t& bao <0,4 x 10° té
bao/mL thi hay lién lac v&i bénh vién dé ldy mau cé thé thay thé va théng bao cho trung
tam phong thi nghiém ctia mang lwéi (HVTN, HPTN) hodc nhém phu trach giao thire xtr
ly (ACTG).

6.3.3.2. Nam rd cac budc xir ly sw cb hodc xac minh div liéu da ding trong muc nhan xét cta

bang quy trinh x ly.

6.4. Nhirng mau Khong dat tiéu chun

6.4.1.
6.4.2.
6.4.3.

Nhirng mau khéng dan nhan hodc méat nhan sé bj bd di.
Tuan theo hwéng dan clia mang lwéi vé viéc loai bd mau cham.

Nhirng mau bi ro ri: Théng béo cho bénh vién bat ky mAau nado bij ro ri va xéc dinh xem céc
mau nay c6 str dung dugc khéng. Can chu trong den tinh vo tring clia mau va an toan cta
nhan vién phong thi nghiém thao tac trén mau.

7. Trang thiét bi
7.1. Chuén bi & X& Iy

7.1.1.
7.1.2.

7.1.3.
7.1.4.
7.1.5.
7.1.6.
7.1.7.

7.1.8.

7.1.9.

7.1.10.

7.1.11.

Budng an toan sinh hoc Loai Il (BSC) muic 2 tré lén

Ly tam, téc do thap (kha nang 200-1000 x g), ¢4 réto quay gdc nghiéng tw do, wu tién loai
c6 kha nang lam lanh, cé thé hoat ddng & nhiét dd méi trwdng. Ong ly tam phai cé nap/nut.
Micropipette, trong day 20, 200, 1000uL

Tro hut Pipet (wu tién loai khdng day) dé st dung cho huyét thanh, ding mét 1an

Ta lanh 2°C-8°C

TG ddng lanh -20°C (tr& xudng) khong gidi déng tw dong (dé bao quan FBS)

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

N&i cach thiy 37°C dén 56°C (dé lam nong FBS bét hoat, néu cén) (Lwu y cho HVTN:
Khdng bat budc cho cac giao thirc xt ly HVTN; FBS duwoc HVTN phé duyét dwoc cac
mang lw&i cung cap cho cac phong thi nghiém dwéi dang bat hoat bang nhiét).

Chai hoéc cbc do cho thubc tay hodc cac chat khir tring khac

Gia dung 6ng thich hop dé gitr cac 6ng lay mau, cac 6ng hinh nén 15mL va 50mL dirng
thang trong toan bd cac bwédc xt ly va van chuyén

Gia treo 6ng dong lanh té bao cho phép mé/dong 6ng bang mét tay trong cac bwdc chia
déu mau (wu tién gia treo 6ng nhan hiéu Nunc chuyén dung)

7.2. Céc thiét bi can LDMS. (Tham khao trang web LDMS va cac yéu cau cu thé clia mang lwéi dé

biét chi tiét).
7.2.1. May tinh dat tiéu chuan theo xac dinh ctia Frontier Science cho Web LDMS
7.2.2. May in dé in nhan LDMS
7.2.3. May quét ma 2D
7.2.4. Nhan twong hop LN2 véi dién tich in 1x1 inch
7.2.5. Bang muc in twong hop LN2, chuyén dung cho may in, chdng ma sat va héa chét

7.3. Thiét bi Ni-to Ldng (LN2) (néu can theo yéu cau cla mang lwdi)

7.3.1.
7.3.2.

Bon trir LN2 (< -140°C)
Binh dwng khé dwoc LN2 IATA phé duyét
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7.4. Dém Té bao:

Luu y: Cac phwong phap dém co thé can dwoc mang lwoi phé duyét. Tuan theo nhing quy trinh

dinh chuan cta nha san xuat hién hanh néu st dung may dém té bao tw déng.

7.4.1. May dém té bao tw dong co kha nang dém cac té bao con séng (Beckman-Coulter Vi-Cell,
Muse® hodc twong duong). HVTN thuwong khdng phé duyét loai may dém té bao nay cho
cac mau twoi.

7.4.2. May dém té bao tw dong khéng c6 kha néng phan biét cac té bao con sbng (Coulter
Counter, Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® hoac twong dwong).

Luu y: C6 thé st dung may dém té bao tw dong khdng c6 kha nang nhan dién cac té bao
con song de thu tong so té bao ma khong can phan biét cac té bao con song. Tuy nhién,
cac mau dang dwoc chuan bi cho Chwong trinh Kiém tra D6 Thanh thao Bao quén‘ lanh
IQA PBMC (IQA PBMC Cryopreservation Proficiency Testing Program) phai bao gom ca
s0 té bao con song.
Luu y cho HVTN: Néu chuén bi str dung may dém té bao tw dong cho muc dich lap giao
thire xdr ly thi mang Iw&i wu tién loai may dem nay. Cac phwong phap dém phai dwoc
HVTN kiém tra va phé duyét truére.

7.4.3. Phc‘mg dém té bao tht cong (may dém té bao mau) va kinh hién vi trwéng anh sang.

u y: Néu st dung phong dém té bao tha cong voi xanh trypan thi cac té bao séng phai
ducyc liét ké va str dung dé dém té bao. Néu st dung tim tinh thé thi cé thé str dung tdng
s6 té bao dé tinh toan céac té bao.

7.5. Bao quan lanh

Luu y: C6 thé st dung mét trong nhitng bd dong lanh diéu tbc sau (CRFU) theo huéng dén clia
nha san xuat; wu tién Agilent Technologies StrataCooler® va Corning® CoolCell®.
Lwu y: Néu khéng tuan thi hwdng dan clia nha san xuét thi phai hoan tat mét nghién ciu chuén
hoa.

7.5.1. BO6 phan Bao quan Lanh Agilent Technologies StrataCooler® - 400005
7.5.1.1. StrataCooler® phai & tir 2°C-8°C trwdc khi bat dau lam mat nhirng 6ng dong lanh nay.

Khong cho ong déng lanh vao StrataCooler® dwéi nhiét dd khéi dong 2°C.
7.5.2. Corning® (trvéc day la BioCision®) CoolCell®

7.5.2.1. Bao dam tat ca cac bo phan clia CoolCell®, bao gom vong trung tam dwoc dua vé
nhiét d¢ phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau) gilra cac lan st
dung.
7.5.3. Binh chtra déng lanh Nalgene® Mr. Frosty™, 1°C/phut

7.5.3.1. Can bao quan Mr. Frosty™ & nhiét d phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tuy theo diéu
kién khi hau) gitba nhirng Ian str dung.
7.5.3.2. Ham lwgng isopropanol phai chinh xac va phai thay thé hoan toan isopropanol sau dot
doéng lanh-giai dong lan thtr nam. Phai c6 mot s6 ghi chép dé theo doi cac dot déng
lanh-gidi dong va thay thu6c thér. Xem Phu luc C.
7.5.4. Tu déng lanh diéu tbc, nhw T Bong lanh CryoMed® (Gordinier). (Lwu y cho HVTN: Khdng
dwogc dung ta dong lanh dieu téc cho cac mau HVTN).

8. Vat dung dung mét lan

8.1.

Nhwa
8.1.1. Cac pipet huyét thanh, ding mét lan, 1, 5, 10, 25, 50mL, v tring
8.1.2. Dau micropipette, 20, 100, 200, 1000uL, v6 tring
8.1.3. Cac béng ly tam dung mét 14n, 15mL va 50mL, vé tring, day hinh nén, ¢ vach chia, béng
polypropylene.
8.14. Cac éng tach té bao 50 mL c6 mang ngan frit (CSTFB), khd (khdng mua dwéi dang nap
san moi trwdng tach té bao).
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10.

8.1.4.1. Bat budc dé xtr Iy HVTN. Kiém tra LPC/SPLI/LM vé nhirng yéu cau cu thé theo giao
thirc xt ly cho tat cad cac mang lwoi.

8.1.5. Cac bng tri lanh c6 ren bén trong, 1,8mL - 2mL, ¢6 nép van vong chir “O”, vé trung, chi
bang polypropylene, tw dirng, c6 vach chia, chéng ro, dinh dang bdo quan LN2 pha hoi
(khodng -140°C). Xac nhan kha ndng ch&p nhan bat ky vat thay thé nao cho cac 6ng dong
lanh v&i (cac) mang lwdi trwdc khi mua (Xem Phu luc F).

u y: Khéng duoc s dung cac édng c6 nap bam. Ngoai ra, khong duoc lam day cac 6ng
dong lanh qué mirc dung tich da ghi ré b&i nha san xuat hodc dén miéng dng.

8.1.6. Tuy chon: Céc chai/binh hinh nén vé trung, diung mét lan, cd 45mm, 250 - 500 mL dé dwng
thé tich mau I&n rat trwde khi tach PBMC.

8.1.7. Tuy chon: Cac pipet chuyén cé bao nhwa riéng, 5mL vo tring
8.1.8. Tuy chon: Céac éng tach t& bao 50mL nap sén cé mang ngan frit (CSTFB).

Lwu y cho HVTN: Khong dung cho cac nghién ctru HVTN va yéu cau cac phong thi nghiém
mua CSTFB “khé” (tlrc 1a, khdong mua dang da chira san); st dung CSTFB khac phai dwoc
Trung tdm Phong thi nghiém HVTN phé duyét trwéc).

8.2. Butlong

Luu y: Bat 16ng dé viét trén cac 6ng va lo x ly phai c6 dau nhon va chira myc nhanh kho, khong
thé xda.

8.3. Nhan
Lwu y: Cac nhan dong lanh va muc phai thich hgp v&i nhiét dé bao quan pha hoi LN2 hoac -80°C.

Trang thiét bi Bao ho Ca nhan
Lwu y: Bat budc phai SL’r~dung trang thiét bi bao hd ca nhan thich hop cho cac tac nhan gay bénh trong
mau. Tuan thd hwéng dan va thiwe hanh phong thi nghiém ctia dia phwong vé xtr ly cac san pham mau.

9.1. Ao khoac phong thi nghiém

9.2. Bao vé mat

9.3. Gang tay khong bét, nitrile hodc chat twong tw
9.4. Gang chiju lanh

9.5. Mat na (c6 ndp bao cam néu mudn hozc bat budc theo cac quy dinh an toan sinh hoc cla dia
phwong), bét budc khi lam viéc véi LN2.

Cac Thudc the
10.1. B4t budc phai mua nhirng thudc thir vo trung va s dung k¥ thuat vé trung.

10.1.1. Bdo quan cac chai da mé& & nhiét d theo khuyén cdo clia nha san xuat cho dén khi hét
han, dwgc hudng dan th,éi bd dw&i day hoac cho dén khi hét han dung clia nha san xuat
tuy theo dieu kién nao dén truéce.

10.1.2. Xem Phu luc F cho cac san pham khuyén céo
10.1.3. B4 di néu c6 dau hiéu nhiém ban, nhw xuét hién van duc.
10.2. Céac chét Pha loang Rira (WDR)
10.2.1. 1X Dung dich Mudi Can bang Hanks (HBSS), khéng c6 calci va magié, pha s&n
10.2.2. 1X Dung dich Mudi Bém Phosphate (PBS), khdng c6 calci va magié, pha san.
10.3. Méi trwong Gradient Ty trong (ty trong 1,077 g/mL)
10.3.1. Mdi trwng vo tring pha sén dé co 1ap sb lwong Ién lym phd bao ngwdi tlir mau ngoai bién
10.3.2. Xem Phu luc F cho cac san pham khuyén cao

10.4. Ong T4ch Té bao co Mang ngan Frit (CSTFB, néu st dung). Bat bugc cho HVTN trir khi co ghi
chu khac vé SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xr ly.
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10.4.1. Hé théng CSTFB khong nap sén (két hop CSTFB kho véi mai trwéng gradient
ty trong 1,077)
10.4.1.1.Dwa moi trvdng gradient ty trong (DGM) vé nhiét d6 phong (15°C-25°C hoac dén 30°C,
tuy theo dieu kién khi hau). Bao vé tranh anh sang.
10.4.1.2.Lam viéc v&i BSC theo ky thuat vo trung

10.4.1.3.Ghi lai théong tin CSTFB va DGM Iiégn quan trwc tiép tir bao bi hoég chaj st dung trén
bang quy trinh PBMC. CSTFB chuan bi trwdc phai c6 nhan bao gom tat ca cac thong
tin bat budc, ngay chuan bj va tén tat cia ngwdi chuan bj cac 6ng nghiém nay.
10.4.1.4.Chuan bij cac 6ng nghiém bang cach dung pipet hit thé tich DGM thich hop cho éng
nghiém CSTFB dwoc st dung (nhw dwoc ghi chu dwéi day).
Dung tich éng nghiém (mL) Thé tich méi trwdng gradient ty trong (mL)
50mL 15mL

10.4.1.5.Day nap CSTFB c6 thém DGM va ly tam & toc d6 800 x g trong 30 gidy (hoac dat thoi
gian it nhat trén 30 gidy) & nhiét d phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tuy theo diéu
kién khi hau).
10.4.1.6.DGM phai ndm dwéi mang ngan frit. Kiém tra cac dng xem c6 khodng hé hodc béng khi
I&n gitra Ip DGM va mang ngan frit hoac DGM con lai trén frit hay khéng.
10.4.1.7.Néu c6 nhirng khoang h& hodc bong I6n dwéi frit, thi thém mai trwong, ly tdm CSTFB
lai & toc d6 800-1000 x g trong 30 gidy dén 1 phut (chon cai dat ly tdm nhd nhat) va
kiém tra lai.
10.4.1.8.Néu c6 chét I6ng (DGM) trén frit thi ly tam CSTFB lai & toc d6 800-1000 x g trong 30
giay dén 1 phut (chon cai dat ly tam nho nhat). Néu cé bat ky dung dich gradient ty
trong nao con lai trén frit sau khi ly tam lai thi hay bé di theo ky thuat vo trung.
10.4.1.9.Tuan theo khuyén céo bao quén méi trwérng gradient ty trong cla nha san xuét.
10.4.2. CSTFB nap sdn (mbi truéng gradient ty trong 1,077)
Lwu y: Dung tich 6ng bat budc sé tuy thudc vao thé tich mau toan phan. Bao quan trong ta
lanh (2 - 8°C).
Lwu y cho HVTN: Khéng dwoc mua CSTFB dwéi dang nap san.
Bao vé tranh anh sang. . . )
Nhin tlr bén ngoai thay c6 van duc tirc la san pham da bi suy giam chat luvong.
Hay hay bd neu thay dau hiéu nhiem ban. ) .
e DPé CSTFB nap san vé nhiét dé phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tuy theo diéu
kién khi hau) trwwdc khi st dung.

10.5. Bong lanh Thubc the

10.5.1. Can lam bét hoat bang nhiét huyét thanh Bao thai Bo (FBS). (Xem Muc 11.1 FBS Lam bét
hoat bang nhiét dé biét chi tiét xr ly va quan ly).
Luu y cho cac nghién cou HVTN va nghién ctru lién két HVTN-HPTN: FBS da dwoc HVTN
phé duyét sé dugc mang lwdi cung cap cho cac phong thi nghiém va khong dwoc mua
ngoai chudi/quy trinh cung trng HVTN.
Lwu y cho cac qqhién ctru lién két HYVTN-ACTG: Sé dwoc xac dinh dwa trén co sé tirng
giao thire cu thé.
Luu y cho cac nghién ctiru ACTG: C6 han ché vé s 16 FBS duwoc chap thuan. Tham khao
trang https://www.actg- impaact-lc.org trong nguon tai liéu > tai liéu cho thong tin dat hang
FBS hién hanh va danh muc cac 16 FBS duwgc chap thuan. Hay bao dam la da nhap cac
nha san xuat FBS, so 16 va ngay hét han vao LDMS.

10.5.1.1.Tham van (cac) mang lwéi hién hanh dé biét nhirtng noi ban wu tién.
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10.5.1.2.Nhan phiéu kiém nghiém tlr noi ban dé lwu hd so kiém soat chat lwong ctia phong thi
nghiém dia phwong.

Luu y: C6 thé phai co ban phiéu kiém nghiém FBS dé xuat khau (hodc nhap khau) mau
phan tich PBMC gitra cac qudc gia.

10.5.1.3.C6 thé st dung FBS duwoc dong lanh dé bao quan (< -20°C/theo khuyén céo clia nha
san xuat) cho dén ngay hét han clia nha san xuat.
10.5.1.4.FBS dwoc gidi déong va bao quan & 2°C-8°C sé& 6n dinh trong 1 thang.
10.5.2. Dimethylsulfoxide (DMSO), d6 nuéi cay té bao
10.5.2.1.S% dung DMSO db nubi cay té bao.

10.5.2.2.Bao quan cac chaillo chwa m¢& & nhiét d phong (15°C-25°C hoéc dén 30°C, tuy theo
diéu kién khi hau). Kiém tra han dung trén chai va bd di néu da hét han.
10.5.2.3.DMSO sau khi m&, chwa pha loang, trong diéu kién khong tiép xdc véi anh sang va
dd am, sé 6n dinh & nhiét d6 phbng (15°C-25°C hoac déen 330°C,, tuy theo dieu kién
khi hau) trong 6 thang (hodc dén han dung cta nha san xuat néu han dung nay la
< 6 thang ké tlr ngay m@). Chinh stra nhan trén chai dé néu ré han dung méi.
10.5.2.4.St dung k¥ thuat vé trung khi lay DMSO tir chai ra dé tranh bi nhiém bén.
10.5.2.5.B& chét trong chai da m& néu thay dau hiéu bi nhiém ban.

10.5.2.6.C06 thé chia déu thubc thtr thanh nhirng lwvong nhé dé giup duy tri trang thai vo trang.
Dan nhan nhirng lwong chia déu nay béng “DMSOQ”, tén nha san xuét, s6 lo, ngay
md&/chia nhd, han dung (6 thang k'e tw luc mé& hodc ngay hét han i chai gbc, tuy theo
th,c‘yi han nao dén trwdc) va tén viét tat ctia ky thuat vién. Tranh dé cac lwong chia déu
tiép xuc véi anh sang.

10.5.3. Chét tiét trung
10.5.3.1.Chét tiét tring ethanol 70% v/v, chai xit
10.5.3.2.Thuéc tdy 10% v/v, xb hodc cbc c6 mé va chai xit (phai lam mbi ngay)

10.5.3.3.Chét tiét tring khac nhw dwoc ghi rd trong chinh sach vé phong thi nghiém dia phwong
10.6. Cac Thubc thir Dém Té bao

Luu y: Yéu cau cho thube thir dém té bao sé khac nhau tiy theo phuong phap duwoc si dung.
Tham khao SOP/hwéng dan st dung dwoc mang lwoi phé duyét dé biet phwong phap dang
dwoc st dung. Khéng dwoc st dung acid acetic bang dé dém thi cong HVTN.

10.6.1. Dung dich xanh Trypan 0,4%

10.6.2. Tuy chon: C6 thé s dung dung dich tim tinh thé 0,05% dé& nhudém nhan té bao nham nhan
dién cac té bao don nhan va dém bang cach dung may dém té bao. Néu can dém té bao
con sdng thi hdy dém bang cach thi cong 1an 2 bang cach dung xanh trypan. Dung dich
Tim Tinh thé 0,05% chira: 0,05 g tim tinh thé, 2mL acid acetic béng, 98mL nwéc cat hodc
nwéc khtv ion H20.

11. Chuén bj Thuéc thir
11.1. FBS lam B4t hoat béng Nhiét (HI-FBS)
Luu y: C6 thé dat hang HI-FBS tir nha san xuat nay hoac co thé dat hang FBS tr nha san xuét

nay va lam bat hoat bang nhiét trong phong thi nghiém. Tuan theo nhirng hwéng dan nay dé giai
doéng, chia nhé va str dung.

Luu y cho HVTN: FBS da dwoc HVTN chép thuan sé dwoc mang lwdi nay cung cap cho cac
phong thi nghiém dwai da~ng bat hoat bang nhiét. Phai yéu cau FBS da dwgc HVTN chap thuan
théng qua mang lw&i/chudi cung wng HVTN FBS.

11.1.1. LAy FBS ra khdi ti déng lanh.
11.1.2. Uu tién giai dong trong tu lanh (2°C-8°C) hodc trong vai gio & nhiét d6 phong (15°C-25°C

hpéc d(f:‘n 3,0°C, th,theo diéu kién khi hau). Khéng dé FBS & nhiét do phong lau hon mirc
can thiét dé hoan tat qua trinh giai dong.
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11.1.3. L&c nhe 2 hoac 3 Ian trong ltc giai dong.

11.1.4. Tuan tha cac huéng dan bd sung nay néu FBS chua duoc bét hoat béng nhiét. Néu FBS
da dwoc nha san xuat bat hoat bang nhiét thi chuyén t&i muc 11.1.5.

11.1.4.1.Cho FBS vao ndi cach thily 56°C (55°C dén 57°C). Giam sat ky nhiét do ndi cach thay.
Nhiét d6 cao hon cé thé lam phan hly cac thanh phan cta FBS.

Luu y: Can @& muc nuéc trong ndi cach thily dén myc FBS trong chai, nhung khong
cham nap cla chai. Viéc nay gilp bao dam nong déu FBS va tranh bj nhiém ban.

11.1.4.2.Sau khi ndi cach thly tré vé 56°C (55°C-57°C) thi dun nong FBS trong 30 phut, khudy
trén 5-10 phat mét lan. Bun nong l1au hon mirc nay co thé lam phan hidy cac thanh phan
cua FBS.

Lwu y: Lau sach chai bang ethanol 70% v/v trwéc khi mé.
11.1.5. Tron HI-FBS nhe nhang va déu bang ky thuat vé trung.

11.1.6. Chia déu vao cac 6ng ly tam bang polypropylene, cé vach chia, day hinh nén, v6 trung,
50mL, c6 dan nhén hodc cac dung cu chia déu khac c6 kich thwéc phu hop véi khdi lvgng
cbng viéc dv kien.

Luu y: Nhan phai ghi r nhitng 4ng nay la “HI-FBS” va bao gdm tén nha san xuét, sé 16,
ngay chia, diéu kién bao quan, ngay hét han clia nha san xuat géc va tén viét tat ctia ky
thuat vién. FBS dn dinh trong 1 thang (néu thdi gian 1 thang khong vwot qua ngay hét han
gbc clia nha san xuét) & 2°C-8°C hodc cho dén han dung cla nha san xuat gbc néu gitr &
nhiét 6 -20°C. Nhé cap nhat han dung va diéu kién bdo quan & cac phan chia nhd/chai
lay tir t0 bdo quan -20°C dé st dung.

11.1.7. Cho s6 éng chia nhd can cho cong viéc dy kién vao ta lanh (2°C-8°C). Tron k§ trwdc khi
dung. Nén gitr déng lanh va én dinh cac dng chia nhé chwa can dung ngay cho dén han
dung gbc.

Lwu y: Cac dot lam ddng/giai dong 13p lai sé& anh hwdng bat loi dén chat lwong cla FBS.
Khong lam ddng lanh lai nhirng phan chia nhd da bdo quan & nhiét do ta lanh.
11.1.7.1.Dé st dung nhi¥rng phan chia nhd, wu tién giadi dé6ng qua dém trwéc trong ta lanh hoac
& nhiét do phong (15°C-25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau) trong vai gio.
Khong dé& FBS & nhiét dd phong lau hon mirc can thiét dé hoan tat qua trinh gidi dong.
11.1.7.2.Sau khi giai déng, FBS sé& &n dinh trong 1 thang & 2°C-8°C hoéc theo han dung trén
chai géc, tly theo thdi han nao dén truéc. Nhé cap nhat han dung va diéu kién bao
quan trén nhirng phan chia nhé/chai trong ti bao quan -20°C dé s dung. Tron kj
trwde khi dung.
11.2. Dung dich Bao quan lanh Twoi (CPS)

11.2.1. Céc Thanh phan CPS

Cac thanh phan Phan tram (v/v)
DMSO 10%
FBS (bt hoat béng nhiét) 90%

11.2.2. D& chuan bj CPS, hay str dung Phwong phap 1 cho HVTN va HPTN, Phwong phap 2 cho
ACTG.

Lwu y cho ACTG: Khi str dung Phwong phap 2 cho ACTG, hay vao Muc 11.2.7.

11.2.3. Phwong phap 1: Chuan bj CPS cho HVTN/HPTN
Luu y: Day 1a phuong phap HANC truyén théng/HVTN va HPTN hién hanh dé woc lvong.
t,hé tich CPS c?n trwwére khi xr ly. St dung khi xac dinh duwoc c?c té bao muc tiéu trong moi
ong (N1) va thé tich chia nho sau ciing (V2), nhung so lvgng ong chia nho sé thay doi tuy
theo tong so cac té bao thu duoec.
11.2.3.1.S dung (céc) éng ly tam hinh nén, 15ml hogc 50mL, ding mét lan, ¢ dan nhan,
v0 trung dé gitr CPS da chuan bi.
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11.2.3.2.Chuan bj CPS trwéc, tot nhét I trwde khi bat dau x Iy va lam lanh trong td lanh

(2 - 8°C). C6 thé bao quan CPS & (2°C-8°C) dén tbi da 1 ngay lam viéc (<18 tiéng).

Luwu y: Viéc trdn DMSO va FBS la mét phan (rng téa nhiét. Ghi lai thoi gian dat 16 CPS
trong t lanh va bdo dam lam lanh t6i thiéu 30 phut & 2-8°C trwéc khi st dung. Néu can
CPS gép, thi hay lam lanh trong ndi nwéc da (da lanh &m va nwéc) téi thiéu 15 phat
trrdc khi str dung.

11.2.3.3.Phai duy tri CPS & 2-8°C dé tranh lam héng té bao. Khéng st dung CPS chwa dap &ng

yéu cau lam lanh téi thiéu dwoc ghi chua trén day

11.2.3.4.St dung cong thirc dwdi day dé woc tinh thé tich cia CPS can chuén bj trudc dé tai

nhi twong PBMC khi s& phan chia nhé thay déi. Cac vi du dwoc trinh bay bén dwéi.

Thé tich Mdu Toan phan Téi da (mL) x Hiéu sudt Té bao (t€ bao/mL) x Nong dé
Déng lanh (mL/te bao) = CPS Udc tinh (mL)
Lam tron s6 nay dén s6 nguyén mL ké tiép
Lueuy:
Doi voi Thé tich mau toan phan t6i da: St dung thé tich toan phan t6i da (néu co) clia
mau toan phan can x& ly. Nhan sb ong nghiém da Ién lich Iay mau voi tdng dung tich
(mau + chat l6ng chéng déng méau) cua moi ong nghiém dé co tong sb nay. (vi du: coi
nhw méi 6ng nghiém NaHep 10 mL, 6ng nghiém EDTA 10 mL va éng nghiém ACD
8,5mL (8,5mL dung tich mau toan phén + 1,5mL chét 16ng chéng déng mau) dé cé
dung tich 10mL).

Voi Hiéu sudt Té bao: St dung hiéu suét trung binh & nguoi tredng thanh 1a 1,5 triéu
té bao/mL lam s méc dinh. Trt khi cé lwu y (vi du: ngwéi tham gia da biét cé hiéu suat
té bao trén 3 triéu té bao/mL).

Doi voi ndng dd dong lanh: St dung cac phan thé tich chia nhé cudi cing (V2) va sb té
bao muc tiéu/moi phan chia nhd dwoc xac dinh trong SPLI/LPC/LM cu thé theo giao
thire. Ghi lai V2/N1.

Giam sat viéc sir dung CPS hang ngay dé tdi da héa hiéu qua va gidm thiéu chét thira
va diéu chinh néu can. Vi du: néu tinh toan thé tich CPS thwong khéng du (tie 1a phai
lam nhiéu 16 d& hoan tat quy trinh), thi hay can nhac tang thé tich cudi cung theo mét ty
1& ¢b dinh nhw 20% va lam tron 1én dén sé nguyén mL tiép theo.

Vi du: Mau Nguoi trwdng thanh — L6 CPS mdi ngay — nhiéu budi kham dwoc 1én lich:

« Co dic bang Két dong Muc tiéu (mL/té bao) cho tat ca la (1mL/15 x 108 t& bao) hodc 15
triéu té bao (N1) dwoc dong lanh trong 1mL (V2) ctia CPS.
« Tinh toan tdng thé tich mau toan phan dw kién téi da:
Lwu y: Nhé bao gdm chat chéng ddng mau 16ng khi tinh téng thé tich ti da tir cac éng
ACD. Cac éng NaHep va EDTA khdng c6 chat chéng dong mau 1dng nén thé tich éng
duwoc ghi theo tiéu chuan yéu cau cia phong thi nghiém I3 thé tich téi da c6 thé.
o Budi kham lén lich d4u tién bao gdm 18 x 8,5mL éng ACD dé x&r ly PBMC
Budi kham Ién lich th&r hai bao gdm 8 x 8,5mL éng ACD dé x&r ly PBMC
Budi kham Ién lich thir ba bao gdm 8 x 10mL éng NaHep dé x& ly PBMC
Tong céc 6ng du kién (18+8+8) = 34, 34 6ng x 10mL = 340mL thé tich dw kién
toi da

O O O

Mau Toan phan Kha Hiéu suit T& bao x C6 dic bang Két  |CPS Uéc tinh dé
dung x j doéng = Pha ché
(1mL/15 x 108 té bao)
(340mL) x (1,5 x 108 té bao/1mL) x = 34mL

Vi du: Mau Nguoi tredng thanh — Thu thap Thé tich Mau Lon. C6 dac bang Két ddng Muc tiéu
(mL/té bao) cho tat ca la (1mL/15 x 108 té bao) hodc 15 triéu té bao dwgc dong lanh trong 1mL
(V2) ctia CPS. L6 CPS tao ra sau khi do UWBV.
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au Toan phé : Cy C6 dac bang Két dé sc tinh dé
Mau Toan phan Kha Hiéu suét Té bao x O dac bang Ketdong |CPS Uéc t||2h de
dung x i Pha che
(1,5 x 108té )
(135mL) x bao/1mL) x (1mL/15 x 108 té bao) = 14mL

Vi du: Mau Nguoi trwdng thanh — Thu thap Mau 8 x 10mL NaHep. C6 dac béng Két dong Muc tiéu
(mL/té bao) cho tat ca la (1mL/10 x 108 té bao) hoac 10 triéu té bao dwoc dong lanh trong 1mL
(V2) cia CPS. L6 CPS tao ra trwéc khi do UWBV.

5 3 3 5 . C6 dic bang Két dén e tinh dé
Mau Toan phan Kha Hiéu suét Té bao x 2 g9 9 |CPS Uéc “'2“ de
dung x ’ Pha che
(1,5 x 108té )
(80mL) x bao/1mL) x (1mL/10x108 té bao) = 12mL

11.2.4. S dung cong thirc sau dé tinh toan lwong DMSO va FBS can dung.

Vi du:

CPS=1 phan DMSO + 9 phan FBS

Thé tich CPS Uéc

Thé tich DMSO =

Thé tich HI-FBS = Thé tich

CPS-Thé tich DMSO

Téng Thé tich CPS
= Thé tich DMSO +

tinh (-1)(Thé tich CPS) Thé tich FBS
10ml 1mL 9mL 10mL
5ml 0,5mL 4,5mL 5mL

11.2.5. Ghi lai cac thé tich CPS, DMSO va FBS trén bang quy trinh PBMC. Nén ghi lai ngay, gi&
va tén viét tat cia nguwoi tao ra 16 nay vao bang quy trinh x& ly va o6ng nghiém hinh nén.

11.2.6. Néu tao ra cac 16 bd sung dé hoan tat quy trinh xt ly, thi hay nhé ghi lai cac chi tiét gidng

nhw da ké trén cho cac 16 bd sung nay (bao gdm phwong phap/thdi gian 1am lanh) vao

bang quy trinh xtr ly.
Phwong phap 2: Chuan bi CPS cho ACTG

Luu y: Bay la phuong phap ACTG wéc lvong thé tich CPS. Str dung khi da xac dinh duoc
sb lwong cac phan chia nhé tdi da cho méi budi kham va thé tich chia nhd cudi cung (V2).

11.2.7.

11.2.7.1.S& dung (cac) ong ly tam hinh non, 15ml hoac 50mL, dung mét lan, c6 dan nhan, vo
trang dé gitr CPS da chuan bi.

11.2.7.2.Chuén bj CPS trudc, t6t nhat Ia trwac khi bat dau xd Iy va lam lanh trong t lanh (2 -
8°C). C6 thé bao quan CPS & (2°C-8°C) dén t6i da 1 ngay lam viéc (<18 tiéng)
Lwu y: Viéc tron DMSO va FBS la mg}t ph’én (rng téa nhiét. Ghi lai thoi gian dat 16 ,CPS
trong td lanh va bao dam lam lanh toi thiéu 30 phat & 2-8°C trwoc khi str dung. Néu can
CPS gap, thi hay lam lanh trong ndi nwéc da (da lanh am va nwéc) téi thiéu 15 phut
trurdc khi st dung.

11.2.7.3.Phai duy tri CPS & 2-8°C dé tranh lam héng té bao. Khong st dung CPS chwa dap trng
yéu cau lam lanh toi thiéu dwoc ghi chad trén day.

11.2.7.4.X4c dinh thé tich can thiét nay dwa trén sb phan chia nhé t6i da bat budc theo giao thirc
trong moéi buoi kham hodc thé tich 16 bo sung can dé dat Vrcan thiét & thoi diem do.

11.2.7.5.Thém 10-20% vao thé tich CPS can dé bl cho sy thét thoat (néu co) trong cac budc
trén/hat bang pipet va lam tron két qua LEN dén s6 nguyén tiép theo.
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Quy trinh Van hanh Chuéan vé Xt ly
PBMC cho cac Mang lw&i

Vi du: Lich phong thi nghiém c6 2 budi kham PBMC can sé phan chia nhé téi da cho
phép cla 4 bubi kham. Thé tich cu thé theo giao thirc trén mdi phan chia nhé (V2) 1a
1mL. Téng céng 8 phan chia nhé téi da cho ngay nay. Nhan sé phan chia nhd véi V2
dé xac dinh FBS can thiét. Thém thé tich bd sung, chang han 10%, dé bu cho s that
thoat (néu cd) trong cac bwdc tron/hut béng pipet. Lam tron LEN dén sb nguyén tiép
theo cho thé tich CPS cuébi cling dé bu.

(8 x TmL = 8mL, 8mL x 1,1

= 8,8mL. Lam tron 1én dén thé tich cudi cung 9mL)

11.2.8. S dung cdng thirc sau day dé tinh toan lwong DMSO va FBS can dung.
CPS =1 phan DMSO + 9 phan FBS
Vi du:
X .0 . 2 o _ Thé tich HI-FBS = | Téng Thé tich CPS
T e | ke tioh epg) | Thé tich CPS-Thé | =Thé tich DMSO +
. tich DMSO Thé tich FBS
10ml 1mL 9mL 10mL
5ml 0,5mL 4,5mL 5mL
11.2.9. Ghi lai cac th,é tich CPS, DMSO va FBS trén bang quy trinh PBMC. Nén ghi lai ngay,
gi® va tén viét tat cia ngudi tao ra 16 nay vao bang quy trinh xtr ly va 6ng nghiém hinh
non.
11.2.10. Neu tao ra cac 16 bd sung dé& hoan tat quy trinh xt ly, thi hay nh¢ ghi lai cac chi tiét

gidng nhw da ké trén cho cac 16 bd sung nay (bao gém phwong phap/thdi gian lam lanh
vao bang quy trinh x ly.

12. Gi&i thiéu va Hwéng dan X ly PBMC

Co nguyén tac va cac budc tiéu chudn chung cho tat ca quy trinh x Iy PBMC. Viéc chon ky thuat tach

(CSTFB so voi xép lop thu cong), viec x&r ly mau (pha loang c6 hoac khong co thay thé huyét twong so voi

lay huyet twong truc tiép), nong do té bao cudi cung va dong lanh/bdo quan khac nhau co thé cho ra cac két

qua khac nhau. Chon cac muc tha thuat thich hop dé tach té bao va x& ly mau, déong lanh va bao quan dwa

trén cac yéu cau cla giao thirc x&r ly va mang luw&i.

13. Tach Té bao va Pha lodng Mau bang Ong nghiém Tach té bao c6 Mang ngan Frit (CSTFB) c6
Thay thé Huyét twong

Muc 13 c6 thé dwoc st dung cho toan mang lwdi; kiém tra cac yéu ciu vé giao thirc x& Iy va vat liéu sdn co.

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

13.1. Tach lym ph6 bao tlr mau ngoai bién str dung cac bng tach CSTFB & nhiét d6 phong (15°C-25°C
hoac dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau) cé thém maéi trwedng gradient ty trong (DGM).

13.1.1. Thuc hién tt ca cac thao tac hat va trén trong budng an toan sinh hoc (BSC) Loai Il mirc 2

tre 1én.

Xit tat ca cac bé mat, gia treo va chai thuéc thir bang ethanol 70% v/v hoéc chét khir trung
twong dwong mai lan trwde khi vao phong va st dung BSC.

Phai tién hanh tha thuat nay & nhiét dd phong (15°C-25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu
kién khi hau), trtr khi c6 quy dinh khac.

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

13.1.2.
13.1.3.

13.1.4.
13.2. Chuén bj mau mau toan phan, thudc thtr va tiép liéu.

13.2.1. Chuén bi va lam lanh CPS (xem Muc 11 Chuén bj Thubc thi) trudc khi xi Iy hoac trude
lbc tron PBMC néu can thém CPS.
Luu y: Phai chudn bi cac 16 CPS trirdc khi bat dau cac budc xi Iy mau. Phai kiém tra thé
tich 16 va tao cac 16 bo sung (khi can), theo toan bo chi tiét trong bang quy trinh PBMC.
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13.2.2.

Chuén bj di cac 6ng CSTFB dé quan ly lwong téi da mau dw kién.

13.2.2.1.D6i v&i cac 6ng CSTFB 50mL, lap ké hoach cho thé tich tbi da 20mL hodc cho mét

CSTFB voi méi 2 6ng dwng mau 8,5-10mL. Lwu y: Chia tong s6 6ng dwng mau 8,5-
10mL can dung cho 2. Néu két gué la mot phan so, (Mot s6 Ié 6ng dwng mau), thi hay
lam tron dén s6 nguyén gan nhat (trc 1a thém 1 6ng CSTFB).

13.2.2.2.Vidu:

13.2.3.

13.2.4.

13.2.5.

13.2.6.

13.2.7.

13.2.8.

e Budi kham 1 c6 3 x 10mL éng NaHep. Chuén bj 2 6ng CSTFB.

* Bubi kham 10 ¢6 10 x 8,5mL éng ACD. Chuén bi 5 ng CSTFB
Bao dam cac 6ng CSTFB da chuan bj chira DGM & nhiét do phong (15°C-25°C hoéc dén
30°C, tuy theo diéu kién khi hau) trwéc khi bat dau cac buéce xi ly.
Kiém tra bang mat nhirng 6ng CSTFB da d6 day dé xac nhan khong c6 bong bong lon,
khoang hé ton tai gitba DGM va mang ngan frit va khéng c6 DGM trén frit trwde khi thém
WDR hoac mau vao nhirng ong nay. (Xem hwéng dan chuan bi CSTFB trong muc 10.4 de
biét hwdng dan ve viéc quan ly nhirng van de ve thé tich DGM khi nhan thay).
Thu thap cung mét sé 6ng ly tam méi béng polypropylene, cd vach chla day hinh nén, vé

trung, 50mL khi chuan bi CSTFB (xem Muc 13.2.2). Nhirng éng “rira” nay sé dwoc st
dung cho cac té bao d lay va cac bwéc rira sau do.

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

Néu can thay huyét twong, thi hay thu thap cac ong ly tam bang polypropylene, c6 vach
chia, day hinh non, vo trung, 15mL hoac 50mL thich hgp vai thé tich huyét twong can lay.
Dan nhan PTID, chat chéng ddng mau va dan xuét.

Néu s& vao éng chira mau nay ma thay lanh (do nhirng diéu kién méi trwdng lanh nhu van
chuyén trong nhirng thang lanh) thi hay dé nhirng ong nay vé nhiét d phong (15°C-25°C
hoac dén 30°C, tuy theo dieu kién khi hau) trwdc khi bat dau x ly

Kiém tra can than PTID trén tat ca cac 6ng mau da nhan. Sap xép cac 6ng chinh dé khong
c6 kha nang xay ra tinh trang tron lan cac 6ng gitra PTID/PID hodc nhirng chat chéng
déng mau.

Dé xudt: Bat tat ca cac 6ng cho tirng PTID/chét chong dong mau vao mét gia treo. C6 thé
str dung cac gia dwng ong khac nhau dé tach riéng cac PTID hoac cac loai 0ng va st
dung but 16ng khac mau cho tirng PTID dé tranh nham lan.

13.3. Thay thé Huyét twong

Luwu y: Chi thye hién budc thay huyét twong nay khi bat budc phai chia nhé cac phan huyét
twong tir cac ong thu thap PBMC theo giao thirc xt Iy hoac SPLI/LPC/LM; tién hanh budc 13.4
néu khong bat budc phai chia nhé cac phan huyét twong.

13.3.1.

13.3.2.

13.3.3.

13.3.4.

13.3.5.

13.3.6.

Céac 6ng lay mau tir cing mot PTID va cung mét chat chéng déng mau phai dwoc x@ ly
rieng (khéng duwoc goép chung trong cac ong ly tam hinh nén 50mL) trir khi dwoc néu trong
SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xtr ly.

Danh dAu thé tich mau toan phan trén méi 6ng ldy mau & méat khum.

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

Chuyén huyét twong vao 6ng ly tam hinh nén 15mL hodc 50mL c6 dan nhan cho ly tam lan
thr hai dé loai bé can té bao.

Thém mot lwgng WDR di dé mau tré vé thé tich mau toan phan ban dau, khudy nhe va
tiép tuc xtr ly PBMC & buwdc 13.4.

Hoan tat x(¥ ly huyét twong béng cach ly tam huyét twong da thu thap & 800-1200 x g
trong 10 phut dé thu cac phan chig nhé PL2 hoac theo giao thirc x(r ly hoac SPLI/LPC/LM.
C6 thé thwc hién bwédc nay sau néu may ly tam khéng st dung dé xd ly PBMC.
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13.3.7.

Chia nhé huyét twong da ly tdm hai 1an vao cac 6ng chia nhé ¢ dan nhan nhw da ghi ro
b&i SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xt ly va loai bd can té bao con lai.

13.4. Pha loang Mau dé tach CSTFB

Luu y: S dung mot éng 50mL cho méi 12-20mL mau toan phan. St dung nhiéu 6ng CSTFB
nhw yéu cau dé phan phdi toan by mau cho tirng PID/PTID.

Lwu y: Méi tredng gradient ty trong 1a méi truéng doc véi té bao; hay lam viéc nhanh va hiéu qua
trong cac buwéc phan tach nay.

13.4.1.

13.4.2.

13.4.3.

13.4.4.

13.4.5.
13.4.6.

13.4.7.

13.4.8.

13.4.9.

13.4.10.

Dan nhéan trng CSTFB va cac éng “riva” ly tdm hinh nén, vé tring twong ng bang PTID
(va chat chong déng mau, néu thich hop)
S dung pipet huyét thanh vé tring, thém WDR vao tirng CSTFB da chuén bi, dan nhan:
Kich c& CSTFB (mL) Thé tich Gan ddng ctia WDR (mL)
50 5
S dung pipet huyét thanh vé tring, thém WDR vao tirng 6ng “rika” ly tdm hinh nén, vo
trung, da dan nhan:

) Thé tich Nap trwéc WDR

Kich ¢c& CSTFB (mL) |Kich c& Ong Ly t&m Hinh nén (mL) (mL)

50 50 25

M¢& nap cac ong mau da chong dong. Néu khong bat budc/tién hanh cac budc thay thé
huyét twong thi ghi lai th&i gian thao nap la thoi gian bat dau xt ly trén bang quy trinh xd
ly PBMC.
Néu mau trong 6ng 14y mau bi vén cuc hodc tan huyét rd rang thi xem Muc 6.3.
St dung pipet huyét thanh vé tring dé tron nhe nhang mau toan phan réi chuyén mau nay
vao CSTFB da dan nhan.
Lwu y: Phai chuyén mau bang cach str dung pipet huyét thanh vé tring, véi I|eu lwong
duwogc do la 10mL cho dén khi con it hon 10mL. Phan phéi mau nay vao cac 6ng CSTFB

vGi liéu Iuo’ng cb dinh gé bap dam theo ddi chinh xac cac thé tich dé do UWBYV subt thoi
gian phan phdoi mau toan phan.

Hut va chuyén chinh xac 15-20mL téng lwong mau vao méi 6ng nghiém dan nhan CSTFB.
(Chi dwoc phép st dung pham vi mé rdng sau day trong trérng hop khong thé dung
pham vi muc tiéu cu thé). Khéng bat dau dd moét CSTFB 50mL méi triv khi s&n cé/con lai
tdi thiéu 12mL mau.

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

*Cac thé tich mau nhoé hon, nhét 1a khi cé hematocrit thap, c6 thé lam I&p trung gian ha

xudng t&i/trén murc frit, gay khé khan khi lay. Cac thé tich mau Ién hon c6 thé gép phan
lam téng day/cén trong cac mau. Tham khao hwéng dan cu thé theo giao thirc xir ly cho
céc thé tich mau nhé hon.

Xé&c dinh va ghi lai sb do chinh xac cla thé tich mau toan phan kha dung trong vong
0,1mL.

Luwu y: thé tich mau toan phan kha dung khong nhéat thiét phai béng kich thuwéc éng.

St dung pipet vo trung, rira sach tirng bng mau cé chat chéng déng gbc bang WDR va
thém lwgng chat riva vao CSTFB dé bao dam khong vuwot qua gidi han tong the tich ong
(WDR + Mau Toan phan).

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

50 30

Day kin nap CSTFB.
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13.5. Ly tdm ty trong va thu thap CSTFB

13.5.1.
13.5.2.

13.5.3.

13.5.4.

13.5.5.

13.5.6.

13.5.7.

13.5.8.

13.5.9.

Gilr cac éng & tw thé thdng dirng, cho vao gia d& réi chuyén vao may ly tam.

Ly tam véi toc d 800-1000 x g trong 15 phut & 15°C-25°C (hoac dén 30°C, tuy theo diéu
kién khi hau) véi cai dat KHONG HAM/dat vé 0.

Lwu y: Néu chbt ham bi mé thi sé lam vé& cac op.

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

Xac nhan dung sé cac 6ng ly tdm hinh nén, vé trang, dan nhan, nap san WDR (cac 6ng
“rtra@”) san sang trong BSC cho cac bwdc lay/rira.

Sau khi may ly tam nglrng hoan toan, hay thao nhe nhang tieng CSTFB kh0| may ly tam va
khong lam xdo tron cac 16p. St dung gia treo dé d& cac éng va chuyén cén than vao BSC.

Ly tam dan dén ham lwong trong 6ng dwoc chia thanh 6 16p rd rang, ké ca frit. Tinh tw trén
dau ong, nhirng I&p nay la:

* Huyét twong + WDR
+ Lop PBMC Huyét twong
a s . . Ly tdm + WDR
* Méi trwdng gradient ty Mau Lop
trong (DGM) _ %\ DoM  PB
. Frit Frit '29@ &'::’ Frit MC
* Mobi trwdng gradient ty Méi 15 ohit | DGM
trong (DGM : phu RBC
ong BEW) | fong 800 dén @
* Té bao hong cau (RBC) va gfad'e“t 1000 x g
bach cau hat két tu ty trong
(DGM)

Kiém tra cac 6ng tim cac van dé tiém &n sau day. Ghi lai nhirng quan sat va hoat dong

theo doi da thwe hién theo yéu cau clia mang lwéi va phong thi nghiém.

e Suw Tan huyét trong 16p Huyét twong + WDR

¢ Nhi*ng cuc mau déng thay dwoc trén frit sau khi ly tam.

* Lop PBMC kém do I6i trong qua trinh ly tam nhw thoi gian tbc do hoac ham. Lép PBMC
sé bieu hién it va khong r6 trong khi I6p Huyét twong + WDR ¢6 thé hoi van duc. Tham
khao Phu luc D dé xt ly truc trac.

¢ Ld&p PBMC tao ra trén frit do s6 lwgng RBC hodc thé tich hematocrit thap.

* L&p RBC ngay bén dwéi va cham vao Iép PBMC.

St&r dung mét pipet huyet thanh vé trang méi cho méi PTID, bd di phan huyét twvong-WDR

phia trén mau vang xuong 1-2 cm bang PBMC mau trdng duc nam tlep giap gitra phan

huyét twong- WDR (mau vang) va dung dich méi trwdng tach trong sudt. Can than khong
lam xao trén I&p té bao trong quy trinh nay. Bé phan huyét twong-WDR theo quy dinh cua
phong thi nghiém.

Luu y: Cach khac nira 13, bang PBMC mau trang duc dwoc bo di bang cach dwa can than

pipet xuyén qua I&p huyét twong-WDR phia trén.

St dung mét pipet huyét thanh vo tring, |4y tat ca cac té bao & phan tiép giap mau trang

duc trén frit. Can than khong hat méi trwdng gradient ty trong nhiéu hon can thiét.

13.5.9.1.Chuyén céc té bao da lay tir mét CSTFB vao mét éng “riva” ly tdm hinh nén, vé trung,

dan nhan trwdc twong trng (chuén bi nhw ndi dung trong Muc 13.4). Cac 6ng dwoc nap
WDR truéece la de tiet kiém thoi gian.

13.5.10. Pay ndp CSTFB chira t& bao hdng cau va méi trwdng tach con lai. Thai bd CSTFB gibng

nhw rac nguy hiém sinh hoc theo quy dinh clia phong thi nghiém.

13.6. Bao dam phai ghi lai tat ca nhirng yéu t6 chinh theo yéu cau clia mang Iwdi va phong thi nghiém.
Chuyén qua Muc 15.
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14. Tach Té bao bang cach Xép trén hodc Xép dwéi (Thi céng) Méi trivdng Gradient Ty trong va Pha
lodng Mau bang cach Tach Te bao (Thu cong) Gradient Ty trong cé Thay the Huyeét twong

Muc 14 c6 thé dwoc st dung cho toan mang lwdi; kiém tra cac yéu ciu vé giao thirc x(r Iy va vat liéu

sén co. S dung Muc 13 hodc Muc 14 cho tt ca cdc mau, nhwng khdng dung ca hai.

Luu y cho HYTN: HVTN khong khuyén cao st dung phurong phap xép duéi. Phwong phap xép dudi

phai dwgc phé duyét trwédc tir Phong thi nghiém Trung tam HVTN trwéc khi sir dung cho cac mau theo
giao thrc xr ly.

14.1. Tach lym pho bao t&» mau ngoai bién s&r dung Phuong phap Xép trén (Tha cong) Méi trwdng
Gradient Ty trong

14.1.1.

14.1.2.

14.1.3.

14.1.4.

Thuc hién tat ca cac thao tac hat va tron trong budng an toan sinh hoc (BSC) Loai Il mirc 2
tr& 1én.

Xit trén tat ca bé mat, gia treo va chai thudc thé» bang ethanol 70% v/v méi lan trwédc khi
vao phong va sr dung BSC.

Trtr khi c6 quy dinh khac, quy trinh nay dwoc tién hanh & nhiét d6 phong (15°C-25°C hodc
dén 30°C, tuy theo dieu kién khi hau).

St dung mét pipet méi cho méi s6 nhan dién ngudi tham gia (PTID) va cong thém.

14.2. Chuén bj mau mau toan phan, thudc thir va tiép liéu

14.2.1.

14.2.2.

14.2.3.

14.2.4.

14.2.5.

14.2.6.

14.2.7.

Chuan bj va lam lanh CPS (xem Muc 11 Chuén bi Thudc thir) trwdc khi xt Iy hoac trude
luc trén PBMC néu can thém CPS.

Luu y: Phai chudn bi cac 16 CPS trudc khi bat dau cac bude xi ly mau. Phai kiém tra thé
tich 16 va tao cac 16 bo sung (khi can), theo toan bo chi tiét trong bang quy trinh PBMC.

Dé moi trvong gradient ty trong vé nhiét d6 phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tly theo
dieu kién khi hau). Xem Muc 10 Cac thudc thr dé biét thém théng tin.

Thu thap du cac 6r)g ly tam béng polypropylene, c6 vach chia, day hinh nén, v6 trung,
50mL dé quan ly tat ca cac bwdc pha lodng, xép trén/xép dwdi va rira.

Néu can thay huyét twong, thi hay thu thap cac ong ly tam bang polypropylene, c6 vach
chia, day hinh non, vo trung, 15mL hoac 50mL thich hgp voi thé tich huyét twong can lay.
Dan nhan PTID, chat chéng ddng mau va dan xuét.

Néu s& vao éng chira mau nay ma thay lanh (do nhirng diéu kién méi trwdng lanh nhu van
chuyén trong nhirng thang lanh) thi hay dé nhirng ong nay vé nhiét do phong (15°C-25°C
hoac dén 30°C, tuy theo dieu kién khi hau) triwdc khi bat dau x ly.

Kiém tra can than PTID trén tat ca cac 6ng mau da nhan. Sap xép cac éng chinh dé khong
c6 kha nang xay ra tinh trang tron lan cac 6ng gitra PTID hoac nhirtng chat chong déng
mau.

Pé xut: Bat tat ca cac 6ng cho tirng PTID/chat chéng déng mau vao mét gia treo. Co thé
str dung cac gia dwng ong khac nhau dé tach riéng cac PTID hoac cac loai 0ng va st
dung but 16ng khac mau cho tirng PTID dé tranh bi nham lan.

Xac dinh va ghi lai s6 do chinh xac ctia thé tich mau kha dung trong vong 0,1mL bang
pipet huyét thanh 10mL (hoac nhirng phwong phap khac dwgc mang lwdi phé duyét). Luu
y la thé tich mau toan phan kha dung khéng nhat thiét phai bang kich thwéc ong.

Lwu y cho HVTN: Khoéng st dung cac éng tham khao hodc dng hinh nén dé do.
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14.3. Thay thé Huyét twong

Luu y: Chi thye hién bwéc thay huyét trong nay khi bat budc phai chia nhd cac phan huyét
twong tir cac ong thu thap PBMC theo giao thirc xt Iy hoac SPLI/LPC/LM; ti€n hanh budc 14.4
néu khong bat budc phai chia nhé cac phan huyét twong.
14.3.1. Nhirng 6ng lay mau tir cung mét PTID va chat chong déng mau co thé dwoc xi ly riéng
hodac gdp chung trong cac ong ly tdm hinh nén 50mL (khong duwgc gdp cho HVTN).
14.3.2. Danh d4u thé tich mau toan phan trén méi 6ng 14y mau & mat khum.
14.3.3. Ly tam mau toan phan & 200-400 x g trong 10 phat. Ghi lai thdi gian bat dau xa ly trén
bang quy trinh x& ly PBMC.
14.3.4. Chuyén huyét tuong vao éng ly tam hinh nén 15mL hoac 50mL c6 dan nhan cho ly tam Ian
th(r hai dé loai bé can té bao.
14.3.5. Thém mot lwgng WDR d0 dé mau tré vé thé tich mau toan phan ban dau, khuéy nhe va
tiep tuc x&r ly PBMC & buéc 14.4.
14.3.6. Hoan tat x ly huyét twong bang cach ly tam huyét twong da 1ay & 800-1200 x g trong 10
phut dé thu cac phan chia nho PL2 ho&c theo SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thtrc X ly.
Co thé thwe hién buwdc nay sau néu may ly tdam khoéng st dung dé xt&r ly PBMC.
14.3.7. Chia nho huyét twong da ly tdm hai lan vao cac 6ng chia nhé c6 dan nhan nhw da ghi ro
b&i SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xtr ly va loai bd can té bao con lai.
14.4. Pha loang M&au dé Tach (Tha cong) Té bao Gradient Ty trong
14.4.1. M& nép cac 6ng mau da chong dong. Néu khong bat budc/tién hanh céac budc thay thé
huyét twong thi ghi lai th&i gian thao nap la thoi gian bat dau x& ly trén bang quy trinh xr
ly PBMC.
14.4.2. Néu bng bi vén cuc hodc tan huyét rd rang thi hay xem Muc 6.3.
Lwuy: Gop cac lop trung gian dwoc phép theo huéng dan trong Phu luc E: Gop cac Lép
Trung gian dé C6 lap PBMC Mai trwdng Gradient Ty trong. Bé gop cac Iop trung gian, thi
thay thé cac buwéc 14.4.3 va 14.4.4 bang cac hwéng dan trong Phu luc E.

14.4.3. Dan nhan tivng 6ng ly tam hinh nén bang PTID va chat chéng déng mau.

Kich c& Ong Ly tdm Hinh nén (mL) Thé tich Mau gan dung (mL)
50 12 dén 22
15 4dén5s

14.4.4. Chuyén mau nay vao mot éng ly tdm hinh nén, 15mL hoac 50mL, c6 dan nhan, v6 trung va
thém da the tich WDR dé pha loang mau theo to huwéng dan st dung moi tredng gradient
ty trong (Ty s6 WDR so v&i mau toan phan ly twédng nhat la 1:1).

14.5. Tach Té bao Gradient Ty trong:
Lwu y: St dung Phwong phap Xép trén (Muc 14.5.1) hodc Phuong phap Xép dwéi (Muc 14.5.2),
nhwng khéng dung ca hai.
14.5.1. Phwong phap Xép trén:
14.5.1.1.Chuan bj éng ly tdm hinh nén vé trung, cé dan nhan cho méi éng chira mau pha loéng.

14.5.1.2.Thém mé[thé tich méi trwdng gradient ty trong thich hop vao cac éng ly tam hinh nén
vO trung rong.
Lwu y: Thé tich méi trwdng gradient ty trong sé phu thudc vao ty sb cua moi trvong
gradient ty trong va mau pha loang theo khuyén cao clia nha san xuat.

14.5.1.3.Hut can than va cham rai mau dwoc pha loang trén mai trwdng gradient ty trong.
Dé xuét: Nhe nhang dé hén hop WDR-mau pha loang chay xubng thanh éng va tu trén
mat cla bé mat méi trwdng gradient ty trong ma khoéng pha vé mat phang bé mat.

14.5.1.4.Day nap 6ng can than. Chuyén qua Muc 14.6.
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14.5.2.

Phwong phap Xép duéi:

14.5.2.1.Trdén nhe nhang va ky luéng dé gidm von cuc céac té bao trong khi tach.

Tuy chon: Vg’yi méq toan phén hodc mau-WDR, thém vao mét thé tich WDR khac twong
dwong voi tong thé tich mau.

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

trong can c6 cho méi éng.

u y: Thé tich méi trwdng gradient ty trong sé phu thudc vao ty sb ctia méi trudng
gradlent ty trong va mau pha loéng theo khuyén céo cla nha san xuét.

14.5.2.3.Dung pipet hit cham va can than dung dich méi trwdng gradient ty trong DUO' méau-

DWR.

14.5.2.4.Day nap 6ng can than. Chuyén qua Muc 14.6.

14.6. Ly tam va lay ty trong lym phé bao:

14.6.1.
14.6.2.

14.6.3.

14.6.4.

14.6.5.

14.6.6.

14.6.7.

14.6.8.

14.6.9.

Gil» cac 6ng & vi tri thdng dirng, cho vao gia d& va chuyén nhe nhang vao may ly tam.

Ly tdm & 400 x g trong 30 phut & 15°C-25°C (hoac dén 30°C, tuy theo G:iéu kién khi hau)
bang cai dat KHONG HAM/dat vé 0 hodc nhw da néu trong t& hwdng dan st dung dinh
kém theo méi trwdng gradient.

Lwu y: Néu chbt ham bi mé thi sé& lam v& cac Iép. Ham ly tam phai TAT dé tach sach va toi
da héa viéc thu lai PBMC.

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

Dan nhan (bang PTID/chét chéng dong mau) ciing mét s6 va kich thwée clia cac éng ly
tam hinh nén méi, vo trung nhw ong ly tdm hinh nén dwoc st dung trong buéc ly tam tach
I&p. St dung cac 6ng maéi nay cho cac buwdc 14y va rira té bao sau day.

S dung pipet vo tring, thém WDR vao tirng 6ng “riva” hinh nén, vo tring, cé dan nhan
trwéece:

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

Sau khi may ly tdm ngirng hoan toan, thi nhe nhang thao 6nglhinh non khﬁi may ly tam
sao cho khong xao trén cac I&p. S dung gia treo dé d& cac 6ng va chuyén can than vao
BSC.

Néu khong thay Iop té bao nay, thi hay k|em tra xem may ly tam c6 van hanh binh thuwong
khong. Stra van dé gap phai. Ly tam lai 6ng nay. Ghi lai vn dé va hanh déng da lam theo
yéu cau clia mang lw&i va phong thi nghiém.

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

Lwu y: Tim tan huyét hodc cuc mau dong sau khi ly tam. Danh gia tan huyét +1 dén +4
dua trén diém mé ta trong bang chu giai. Ghi lai théng tin da quan sat.

St dung mét pipet vo tring mai (pipet huyet thanh hodc chuyén) cho méi PTID, bo di phan
huyét twong-WDR phia trén mau vang xuong 1-2 cm bang PBMC mau trdng duc nam tiép
giap gitra phan huyét twong-WDR (mau vang) va dung dich méi truwdng tach trong subt.
Can than khong lam xao tron 16p té bao trong quy trinh nay. B phan huyét twong-WDR
theo quy dinh clia phong thi nghiém.

Luu y: Cach khac nia 13, bang PBMC mau trang duc dwoc bo di bang cach dwa cén than
pipet xuyén qua I&p huyét twong-WDR phia trén.

14.6.10. St dung mot pipet huyet thanh hodc chuyén vé tring, lay tat ca cac té bao & phan tlep

giap mau trdng duc. Can than khong hat dung dich méi trwéng gradient ty trong nhiéu hon
can thiét.
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14.6.11. Chuyén cac té bao da Iy tir mot 6ng ly tam hinh non vao mét ong ly tam hinh nén, vé
trung, da dan nhan trwéc twong trng. Co thé nap trwdc cac ong bang WDR dé tiét kiém
thoi gian (Muc 14.6.5).

14.6.12. Day lai nap 6ng ly tam hinh nén chira cac té bao hong cau va/méi treang phan tach con
lai va thai bé 6ng gidng nhw rac nguy hiém sinh hoc theo quy dinh ctia phong thi nghiém.

14.7. Bao dam phai ghi lai tat ca nhirng yéu t6 chinh theo yéu cau clia mang lwi va phong thi nghiém.
Chuyén qua muc 15.
15. Ripa, Dém, Tai nhii twong, Co dic va Pong lanh cé Kiém soat Téc dd Qua dém
15.1. Rra 1:
15.1.1. QS (tang thé tich phan PBMC I&n) dén gan 45mL (v&i 6ng ly tam hinh non 50mL) hozc
10mL (v&i 6ng ly tdm hinh nén 15mL) bang cach thém WDR. Trén nhe nhang.
15.1.2. Day lai ndp tat ca cac 6ng hinh nén nay, hién dang chira cac té bao da lay va pha lodng
trong WDR.
15.1.3. Ly tam cac té bao pha loang & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-25°C (ho&c dén 30°C,
tuy theo dieu kién khi hau) ham nhe tuy chon.
15.1.4. LAy bng ra khdi may ly tam va kiém tra hat té bao.
15.1.4.1.Néu khdng nhin thay hat té bao, thi xac nhan may ly tam da van hanh binh thuong va
chinh s(ra cai dat da st dung. Stra van dé& g&p phai. Ly tam lai cac éng nay. Ghi lai van
dé va hanh doéng da lam theo yéu cau cua mang lwdi va phong thi nghiém. Néu van
khéng nhin ’thay hat t& bao sau khi 6ng dwoc ly tam lai, thi tiép tuc cac budc x& ly va
ghi lai chi tiét trén bang quy trinh x ly.
15.1.5. Lay ra va loai bd chat phia trén WDR mét cach cén than ma khong lam xao trén cac hat té
bao bang céach rét nhanh vao cac thung chira chat thai Iong quy dinh trong BSC. C6 thé st

dung céac phwong phap khac nhw thai bo bang pipet huyét thanh hodc bang cach hut cho
céac hat 16ng léo hodc chira mét lwong Ién hdng cau.

15.2. Rira 2:

15.2.1. Tai nhi twong m,(“)i hat v‘c')’i thé tjch nhé WDR béng cach trén nhe nhang nhwng hoan toan
vao nhi twong té bao dong nhat.

Thé tich Tai nhi twong WDR
Kich thwéc Ong (mL) (mL)
50 <5
7 15 S 3 7 7 7 z
15.2.2. 15.2.2. Két hop nhii twong hat tr cing mét PTID/chat chong dong mau. bay la ong té bao
da lay.
Kich thwéc Ong (mL) Sé Nhii twong Hat can Két hop Téng Thé tich (mL)
50 <4 <20
15 <2 <6

15.2.3. St dung mét lwgng nhd WDR dé rira sach 6ng chira cac hat da chuyén. Thu thap nuéc
riva WDR trong 6ng té bao da lay.

15.2.4. QS phan PBMC béang cach thém WDR vao rdi trén nhe.

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

15.2.5. Day lai ndp cac 6ng va cho vao may ly tam.

15.2.6. Ly tam cac té bao pha loang & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-25°C (ho&c dén 30°C,
tuy theo dieu kién khi hau) ham nhe tay chon.
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15.2.7.

15.2.8.

Léy éng ra khdi may ly tam va kiém tra hat té bao.

u y: Néu khong thay hat té bao nay, thi hay kiém tra xem may ly tam c6 van hanh binh
thwo’ng khong. Sua van dé gap phai va ly tam lai 6ng nay. Ghi lai van dé va hanh dong da
lam theo yéu cau ctia mang lwéi va phong thi nghlem Néu van khong nhin thay hat té bao
sau khi dng dworc ly tam lai, thi tiép tuc cac bwédc xt ly va ghi lai chi tiét trén bang quy trinh
Xt ly.

L4y ra va loai bd chét phia trén WDR mét cach c&n than ma khéng lam xao tron cac hat té
bao béng cach rét nhanh vao cac thung chira chét thai 16ng quy dinh trong BSC. C6 thé st
dung cac phuong phap khac nhw thai bd bang pipet huyét thanh hodc bang cach hut cho
céac hat 16ng 1éo hodc chira mét lwong Ién hdng cau.

15.3. Dém Té bao PBMC

15.3.1.

15.3.2.

15.3.3.
15.3.4.

15.3.5.

15.3.6.

15.3.7.

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

Lwu y: Thé tich tai nhi twong dém WDR (V) 1a 20% thé tich mau toan phan kha dung do
dwoc, lam tron dén so nguyén mL gan nhat (ghi la X,0) trong hau hét cac trwdng hop.

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

Céc vi du vé truong hop c6 thé thay déi mirc V:

« V da tinh toan I&n hon dung tich cha 6ng’ hinh nén mét chat. UWBYV dugc do va ghi
la 255,2mL. Nhan v&i 20% va lam tron den s nguyén gan nhat la 51mL. Trong
trwong hop nay, V cd the giam xudng 45mL dé trén an toan va sau do ly tam trong
ong hinh nén 50mL.

» M&u cla nguoi tham gia cho két qua vé bang té bao rat it va cac hat té bao rat nhd
(o cac l&n phan tich tlep theo. Trong trwdng hop nay, cé thé gidm V xubng dé tranh
ndm ngoai gi¢i han dém té bao.

Néu c6 hon 1 hat ttr cung mot PTID/chéat ghéng déng mau, thi st dung mét lwong WDR do
du:o’c/theo dau nho dé tai nhi twong va ket hop nhirng hat té bao vao mét ong. S dung
the tich tai nhi twong con lai rira cac 6ng chira té bao da chuyén. Thém dich rira nay vao
ong chira nhii twong té bao.
Tron té bao mét cach nhe nhang va ky lwéng ngay truedc khi ldy mau dém té bao.
Chuyén mét thé tich nho tai nhd twong vao bng nhé dé dém. Xem huéng dén cho thiét bi
hoac SOP dém dé biét thé tich thich hop.
Lwu y: Néu can dém lai thi hdy giam thé tich l4y mau can thiét.
Tuan theo SOP cho phwong phap dém té bao dwoc phé duyét & phong thi nghiém xd ly
dé xac dinh ndng do té bao x 108/mL.
Lwu y: Céc té bao & 103/uL = cac té bao & 108/mL.
Lwu y: C6 thé chay dém tw dong 1 1an. Néu dém thu codng thi phai dém it nhat bdn géc
vudng I&n (1Tmm?).
Tinh téng sé t& bao theo cong thirc sau:

T=CxV

T = Tdng sé té bao

C = Noéng dé (10¢/mL) dwoc xac dinh trong phwong phap dém

V = Thé tich tai nhii twong dé dém ctia WDR theo mL
Tinh hiéu suét t& bao trong cac t& bao/mL mau toan phan kha dung theo cong thirc dwéi
day.

Hiéu suét Té bao (108/mL) = T/ Thé tich Mau Toan phan Kha dung
Luu y: Tinh hiéu sudt t& bao vi muc dich chét lwgng. Tham khao Muc 16 Kiém tra chat
lwong cho gidi han dy kién cla hiéu suat té bao va cach x& ly 16i.
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15.4. Tinh thé tich tai nhii twong cudi cuing

15.4.1. Tinh thé tich tai nhil trong CPS dong lanh bét budc bang cach hoan tt nhirng budc dudi
day cho soO lvgng té bao muc tiéu trong moi Ong.

Luu y: S6 lwong té bao muc tiéu trong mdi 6ng khac nhau tuy theo mang luoi va giao thirc
xt ly. Tham khao giao thirc xt Iy hoac SPLI/LPC/LM cu thé theo giao thirc xtr ly dé biét
théng tin vé ndng dd té bao cudi cung muc tiéu.

15.4.2. Tinh thé tich tai nhi twong CPS dong lanh woc tinh (V1) bat budc bang cach dung s6
lwong té bao muc tiéu trong méi dng.

Luu y: Xac nhan thé tich di clia CPS dwoc chudn bj va lam lanh trong td lanh (2-8°C)
trong it nhat 30 phat. Chuan bi n6i nwéc da (nwdc da am vai nuworc) trong it nhat 15 phat
trwwére khi cho phép st dung chi trong trwdng hop cap clru.

V1 =(T/N1)x V2

T = Tdng sb té bao

N1 = S4 té bao muc tiéu trong mdi éng

V2 = Thé tich phan chia cudi cung theo mL
Lam tron V1 xuéng sb nguyén gan nhét (1) mL dé xac dinh V.

15.4.3. Tinh s6 té bao thyc té/6ng (N2) bang cach st dung thé tich tai nhd twong CPS dong lanh

(Vy) thuee t& dworc xac dinh trong tinh toan trwdc do.
N2 = (T/ Vi) x V2
N2 = S té bao thuc té/6ng
T = Téng sb té bao
V2 = thé tich phan chia cubi cung theo mL (1mL trir khi c6 quy dinh khac trong tai
liéu cu thé theo giao thirc).
15.5. Dan nhan

15.5.1. Hoan tat in &n, kiém tra chat lwgng va dan nhan éng gil® lanh trwéc khi ly tam 1an cubi.
Lwu y: Didu quan trong la phai gidm thiéu thoi gian t& bao ndm trong hat.

15.5.2. Tao nhan cho 6ng déng lanh t& bao bédng LDMS.

15.5.2.1.Tuan theo thyc hanh phong thi nghiém cda mang lwéi dé hoan tat viéc nhap di liéu.
15.5.2.2.Chirng thuc tirng loai nhan 6ng dong lanh té bao dé biét sai sb nhap dir liéu so vai yéu
cau cla phong thi nghiém va bang quy trinh xt&¢ ly TRUWOC khi dan nhan 6ng déng lanh.
15.5.2.3.Duing mét thwdrng kiém tra b cuc va chat lwong in clia ma vach trén nhan va khu
vuce in.
15.5.2.4.Diéu chinh néu nhap sai di¥ liéu trong LDMS va in lai nhan néu can.

15.5.3. Dan nhan Ién éng sao cho thdy dwoc ham lwong trong dng.

15.5.4. Quét cac bng déng lanh da dan nhan, réng theo thr tw GSID lién tiép vao mé dun lwu tri
LDMS dé bao dém ma vach cé thé quét dwoc; viéc xac minh kha nang quét va chi dinh vi
tri lwu trlr dwoc két hop & bwdc nay.

Luu y: Nén st dung gia dwng 6ng nhan hiéu Nunc dong/mé 6ng bang mét tay. Khong
dwoc dat nap ong déng lanh trén bat ky bé mat nao.
15.6. Ly tam Lan cubi

Lwu y: Néu céac té bao dwoc dong lanh duéi dang Hat PBMC khong séng dwoc (PEL) va dang
céac té bao sdng duorc, thi loai bd thé tich PBMC can dé tao ra cac hat té bao khong séng duoc
trwdc bwdce ly tam cudi cling va hoan tat xi ly cac hat té bao khéng séng dwoc rdi lam theo
hwéng dan cu thé theo giao thirc x&r Iy cho cac hat PBMC khéng sdng duoc.
15.6.1. QS (tang thé tich nhi twong té bao 1&n) dén 45mL bang WDR va cho (cac) éng hinh nén
chira cac té bao da Iy va pha lodng trong may ly tam.
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15.6.2. Ly tam cac té bao pha loang & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-25°C (ho&c dén 30°C,
tuy theo dieu kién khi hau) tuy chon ham.

15.6.3. Xac minh cac 6ng dong lanh da dwoc dan nhan va tiép can dé dang.

Lwu y: Lam lanh trwée cac 6ng va/hodc st dung da lanh am.

Lwu y cho HVTN: Khéng wu tién lam lanh lai cac éng déng lanh va s dung da lanh érrj va
phai dwgc Trung tdm Phong thi nghiém HVTN phé duyét trede khi st dung véi cac mau
cla mang lwéi HVTN.

15.6.4. Chon ngén déng lanh diéu téc: StrataCooler®, Mr. Frosty™, CoolCell®. Dan nhan (cac)
ngan dong lanh thich hgp dé nhan vién phong thi nghiém xac dinh ham luvgng. Bao dam
ngér] nay & dung nhié,t do de S,l:l’ dung tai th&i diem dat ong va tiép cén,dé ,déng ngay try’t’yc
khi lay ra nhirng hat té bao cudi cung khéi may ly tdm. Xem muc 7.5 dé biét thoéng tin vé
Iwu trir va bao quan.

15.7. Chia nhd dé bao quan lanh
Lwu y: Phai thuc hién nhanh cac buéc sau dé dam bao tinh toan ven cua té bao.

15.7.1. LAy ra va loai bd chat phia trén WDR moét cach can than ma khong 1am x&o trén cac hat té
bao béng cach rét nhanh vao cac thung chira chét thai 16ng quy dinh trong BSC. C6 thé st
dung cac phuong phap khac nhw thai bd bang pipet huyét thanh hodc bang cach hut cho
cac hat 16ng 1éo hodc chira mét lwong Ién hdng cau.

15.7.2. Téi nhii twong nhe nhang hat té bao trwdc khi thém CPS béng cach g6, cham nhe vao éng
hoac hut pipet theo ghi chu sau day.

15.7.2.1.HVTN cho phép tai nhi twong hat bang cach st dung thé tich CPS da do/theo dau
bang vai thé tich tai nhi twong WDR dung dé tai nhi twong cac hat trong cac buéc riva
trvoc do. Brng quén triv thé tich CPS nay khéi téng thé tich tai nhi twong CPS cubi
cung (Vr) can thém vao néu tong thé tich tai nhi twong CPS cudi cing (V¢ ) Ion hon thé
tich dwge str dung dé tai nhi twong hat.

15.7.2.2.Nhe nhang bd sung thé tich CPS lanh (V) dwoc xac dinh trong muc 15.4 (tri di cac thé
tich tai nha twong dwoc str dung dé danh tan hat nay) vao cac té bao tai nhi twong
bang cach xoay lién tuc.

15.7.3. Thuc hién nhanh sau khi da thém CPS vao. Khéng dé cac té bao trong dung dich bao
quan lanh lau hon 10 phut trwéc khi cho vao tu déng lanh.

15.7.4. Khudy trén nhe va nhanh tay toan bg nhii twong nay bang mét pipet huyét hoc ngay trudc
khi chia nhé. Can than dé khong tao bong khi trong nhirng bwéc nay. Duy tri nhi twong
nay suoét qua trinh dat ong.

15.7.4.1.Chia nho 1mL trén mdi dng déng lanh, trir khi c6 hwéng dan khac ctia SPLI/LPC/LM cu
thé theo giao thirc x ly.

Lwu y: Phan bd déu lwong thé tich thira vao tat ca dng déng lanh cho PTID dé.
15.8. Dong lanh c6 kiém soat tdc d6 qua dém
15.8.1. Sau khi x( ly va dém, hay hoan t4t cac buwéc bt buéc dé dong lanh té bao ngay lap tirc.

15.8.2. Dat may dong lanh diéu téc da chon loc dé chuyén: Agilent Technologies StrataCooler®,
Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell®. Xem Muc 7.5 dé biét thong tin vé Iwu trir va
bdo quan.
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15.8.3.

15.8.4.

Chuyén ngay t4t ca cac 6ng dong lanh theo thi tw ID méu chung theo chudi vao may dong
lanh c6 kiém soat toc do.

Déi véi tat cd CRFU, Nalgene® Mr. Frosty™, Corning® CoolCell® va Agilent Technologies
StrataCooler®, hay déng binh chira va cho vao ti déng lanh -80°C (-65°C dén -95°C cho
ACTG, -70°C dén -95°C cho HVTN va HPTN) & vi tri khong bi x4o tron do st dung ti déng
lanh nhiéu I&n (ttrc 1a cach xa phia trwéc hodc trén diu td déng lanh gan clra m&/nép).
Khong xép chdng 1én nhau. Nén dé tat cd CRFU & trong ti déng lanh qua dém.

Déi voi CryoMed® hoac cac ti dong lanh diéu tc co hoc khac, thi bat dau chuong trinh
lam lanh theo SOP tai cho thich hop. (Lwu y cho HVTN: Khéng dwoc dung ta dong lanh
dieu toc cho cac mau HVTN). 15.8.4.

Ghi lai ngay/gio lam déng lanh ngay trén bang quy trinh x& ly PBMC. Nhap ngay/gi¢ déng
lanh da ghi trén bang quy trinh x& ly vao LDMS.

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

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

Diéu quan trong la phai biét sy phuc hoi dw kién cho nhém nguoi tham gia dwoc tién hanh xi ly.
Hiéu suat té bao cé t,hé la bd danh dg‘lu Igiém soat chat Iuo’ng, ndi bd cho méi lan ghay. Hie}u suat
ngoai gi¢i han dw kien co thé cho thay 16i quy trinh, gidm chéat lwgng thubc thi, 16i dém té bao
hoac 16i tinh toan.
Luu y: Dw6i day 1a nhitng khuyén cao nham muc dich cung cap hwong dan dé gitp nhan dién
nhirng 16i ky thuat nang trwde khi bdo quan lanh. Nhirng gia tri nay cé thé thay dai tuy theo chat
chong déng mau da dung.

16.1.1.

16.1.2.

Hiéu suét Té bao Du kién cho nhém ngudi trwdng thanh:

Gi&i han Hiéu suat Té bao Bach cau
Nhém Pon nhéan (té bao/ml)
Nguwoi tredng thanh (0,8-3,2) x 106

Hiéu suét Té bao Ngoai dv kién

16.1.2.1.Néu hiéu suét t& bao nam ngoai gi¢i han dy kién, thi hay kiém tra so' d6 pha loang,

phép tinh toan, k§ thuat x( ly (trén dac biét dé du nhi twong dém té bao) va lich st
PTID néu san c6 cho nhirng nguyén nhan co thé.

16.1.2.2.Hiéu suét té bao tir ngudi tham gia séng chung véi HIV ¢é thé thap hon nhivng nguoi

dwoc trinh bay trong bang trén.

16.1.2.3.Néu nghi ng® c6 16i vé pha loang hodc dém té bao thi hay pha loang va dém lai.

16.1.3.

Ghi lai tat ca két qua va van dé xay ra trong khi x( ly va hanh déng theo yéu cau ctia mang
Iwdi va phong thi nghiém. Xem Muc 5 de biét chi tiet.

Lwu y cho HVTN va HPTN: Ghi lai tAt c& van dé va cach xt ly vao Bang quy trinh X ly
HVTN PBMC cu thé theo giao thrc xtr ly, cac muc LDMS cho phan chia nhé va trong muc
nhan xét hiéu suét té bao clia Chwong trinh Atlas HVTN PBMC néu can. Lién lac véi
Trung tdm Phong thi nghiém HVTN néu cé quan ngai.

16.2. Kha ning sbng ctia Té bao

16.2.1.
16.2.2.

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

Néu kha nang sbng ctia PBMC tuoi 1a <95%, thi hay kiém tra két qua voi nguoi giam sat
va ghi lai theo yéu cau ctia mang lwéi va phong thi nghiém.

Luu y: Néu cac mau duoc chuan bj cho Chwong trinh Kiém tra D6 Thanh thao Bao quan
lanh IQA PBMC, thi bat buéc phai dém té bao song.
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17. Bao quan PBMC (Tam th&i hodc Tai chd)
17.1. Duy tri chudi lanh trong tat ca cac budc chuyén dé tranh 1am hdng té bao.

Luu y cho HVYTN: Gi méu da lanh kho dén kho mau trung tam trong vong 1 tuén tir khi lay mau,
trie khi 6 hiwdng dan khac cta SPLI cu thé theo giao thire xtr ly HVTN (tan suat guvi tuy thude
yéu cau dia phwong va giao thrc xt ly). Tiép tuc dén 17.2

Luu y cho HPTN: Tuén theo hwéng dan dwoc cung cap theo S6 tay thwc hanh Phong thi nghiém
cu thé theo giao thire xtr ly

Luu y cho ACTG: Gli mau da lanh kho trong vong 4 tuan ké tir ngay dong lanh trir khi co huéng
dan khac trong LPC. Tiép tuc dén 17.2

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

17.2.1. Chuyén bng dong lanh tir hé thdng 1am lanh diéu téc dén noi bao quan duwoc chi dinh tw -
65°C dén -95°C cho ACTG, -70°C dén -95°C cho HVTN va HPTN.

17.2.2. Chuyén 6ng déng lanh sau it nhat 4 gio déi véi Nalgene® Mr. Frosty™ va Corning®
CoolCell® va qua dém dbi v&i StrataCooler® (nén bdo quan qua dém cho tat cd CRFU
theo bién phap thwc hanh tiéu chuan dé gidm thiéu rdi ro véi mau). Déi véi CryoMed®,
chuyén nhirng éng déng lanh khi hoan tat chuwong trinh nay dén ti déng lanh -80°C.

Lwu y: Bat buéc cho HVTN va HPTN, khuyén cao cho ACTG: Chi s dung khay chuyén
da lanh khé dwoc phép cho ta déng lanh diéu tdc; phai st dung ti déng lanh than cao lam
lanh trwéc cho cac hdp lam lanh/bdo quan PBMC. Xem Hwéng dan Chudi Lanh Mang w6
Chéo (Muc 7, Quy trinh Chuyén M&u) dé biét thém chi tiét. Bdo dam phai bao phu tat ca
cac mat cla ti déng lanh éng gilr lanh va nap bang da lanh khé. Thuc hién nhanh va hiéu
qua dé gidm thiéu phoi nhiém &ng gir lanh véi nhiét dd6 méi trudng.

Luu y: Khdng bao quan trong ni to' 16ng (LN2). Bdo quan ¢ -65°C dén -95°C cho ACTG, -
70°C dén -95°C cho HVTN va HPTN cho dén khi givi.

Lwu y: Lam lanh trwéc binh dwng g’é [anh kho va str dung may lam lanh than cao trong céac
bwéc QC va déng goi. Bdo dam dd day binh dwng da lanh kho trudc khi niém phong.

17.2.3. Lién lac v&i nhan vién trung tdm phong thi nghiém clia mang Iwéi néu cac mau khong dén
noi trong thdi gian bdo quén tam thoi dwoe mang lwdi phan bd. Trung tdm phong thi
nghiém clia mang lwéi sé xac dinh xem liéu viéc chuyén di bdo quan va chuyén ché LN2
trong binh dwng LN2 cé thich hgp hay khong.

17.3. Chuyén PBMC vao binh dewar LN2 hodc ti déng lanh co hoc -150°C.

Lwu y cho HVTN: Bao guén LN2 hoac st dung binh dewar LN2 hoac ti déng lanh co hoc -150°C
la khdng dwoc phép dé bégo qu?n HVTN PBMC, trtr nhitng trvong hop dac biét. Cac phong thi
nghiém khéng dwgc chuyén mau tir td déng lanh -80°C, trir khi dwgc hwéng dan theo HVTN LC.

17.3.1. Trong vong 72 gio ké tir khi déng lanh 6ng dong lanh trong hé théng tr lanh diéu téc, hay
chuyén da lanh khé vao noi bdo quan dwoc chi dinh trong hé théng bao quan LN2 dewar
hoac -150°C.

17.3.2. Nhixng mau PBMC da dong lanh con séng & pha hoi LN2 Ia v thoi han. KHONG chuyén
cac mau tlr LN2 hoac - 150°C tré lai ti déng -80°C trtr khi cé hwéng dan ciia nhém phu
trach giao thire x ly.

17.3.3. Sau khi da bao quan mau trong LN2, tat ca nhirng 1an chuyé&n hodc g di phai dwoc duy
tri & LN2 (< -140°C) va gti di trong binh dwng kho LN2 dwoc IATA phé duyét.

18. Hoan tat Tai liéu Xd ly
18.1. Bao dam phai ghi lai tat c& cac thong tin thich hop, theo thie hanh tai liéu tét, theo yéu cau clia
mang |wdi va phong thi nghiém va bao dam tat ca cac phép tinh toan déu chinh xac. Xem Muc 5
dé biét chi tiét.
18.2. Bdo quan theo yéu cau cia phong thi nghiém, Bang Quy trinh X& ly PBMC va moi tai liéu theo dbi
theo quy dinh cda phong thi nghiém.
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19. Céc Pinh nghia va Tir viét tat

Thuét ngl Binh nghia

ACTG Thuc day Piéu tri Lam sang Toan cau

Nhiét do Ly tam 15°C dén 25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau

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

Vén cuc, Nho Von cuc nhé dugc ghi nhan sau khi xi ly PBMC trong 6ng mau toan phan nhung
khdng thay trong frit ong tdch mau sau khi ly tam.

CPS Dung dich Bdo quan lanh

CSTFB Ong tach Té bao c6 Mang ngan Frit

DGM M6éi trwdng Gradient Ty trong

FBS Huyét thanh Bao thai Bo

HBSS Dung dich Mudi Cén bang Hank _ ] ‘ ‘

Tan huyét Huyeét tvong hodc huyét thanh doi tir mau hong sang do do v& hong cau. B0 tan
huyét theo thang do sau: . ) . )
1+ Huyét twong hoac huyét thanh c6 mau tlr hong déen do, co thé doc rd rang giay bao
dat sau’c“mg mau ) i ) . )
2+ Huyét twong hoac huyét thanh ¢ mau ti hong den do, co thé doc giay bao nhwng
khong sac nét ) . ) )
3+ Huyét twong hoac huyét thanh cé mau tlir hong sam dén g’c’:, giay bao mo.
4+ Huyét twong hodc huyét thanh cé mau doé sam, khdng thé doc giay bao
Luwu y: Cac té bao hong cau v& lam huyét twong hoac huyét thanh cé mau .
nhwng chat lwong trong sudt noi nhiém ban hong cau lam huyét twong hoac huyét
thanh cé chéat lvong duc.

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

HPTN Mang Iw¢i Nghién cliru Phong ngira HIV

HVTN Mang lw6i Nghién ctru Vac xin HIV

Vang da M6t huyét twong nhudm xanh hodc cam cho thay c6 bilirubin gia téng.

LDMS Hé théng Quén ly D liéu Phong thi nghiém

LM Sé tay Phong thi nghiém (HPTN)

LPC Biéu dd X& ly Phong thi nghiém (ACTG)

PBMC Té bao Pon nhan Mau Ngoai bién

PBS Nwéc mubi dém phosphate

Pl Nha nghién ctru Chinh

PTID/PID M3 s6 Nhan dién Nguwoi tham gia

QS DU Lwong — thém du lwong chét 16ng dé dat thé tich cu thé

Nhiét d6 Phong (RT) 15°C dén 25°C hodc dén 30°C, tuy theo diéu kién khi hau

SPLI Hwéng dan Phong thi nghiém X& ly M3u (HVTN)

Thé tich mau toan phan kha | Thé tich mau toan phan do dwoc can xi ly thuc té (Thé tich mau toan phan kha dung

dung (UWBYV) c6 thé khéng bang dung tich ong)

B&o quan & pha hoi Khéng gian bdo quan ni to 16ng pha hoi (LN2) [a khoang tréng ndm phia trén chét 1dng
LN2 trong binh bao quan.

WDR Thudc th&r Pha loang Rira (HBSS, PBS)

20. Tai liéu tham khao
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Clin Immunol. 112(5):973-80 (2003).

Sigma-Aldrich Accuspin™ System-Histopaque®-1077, ma sb tha thuat A6929/A7054/A0561,
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X ly Mau PBMC

Quy trinh Van hanh Chuan

Phu luc A: Bang quy trinh Xtr ly PBMC Chung cho HVTN-HPTN

Luu y: Db voi HPTN va HVTN, hay str dung Béqg quy trinh Xt& ly PBMC theo giao thirc trong Hwéng dan Phong thi
nghiém X& ly Mau (SPLI) theo giao thirc hodc So tay Phong thi nghiém trir khi cé hwéng dan khac. Dung but dién tat

ca cac trwong béng tay.

Phong thi nghiém X ly Mau:

Phac do:

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

Loai Budi kham:

Ngay Thu thap: Gio Thu thap:

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

Ngudi Xa ly (Tén viét tat):

Cac Thudc thir Nha san xuét Lo Sb

Ngay Hét han

DMSO

FBS

WDR: HBSS hoac PBS
(khoanh tron mét)

Ong Téach Té bao (frit)

M6i trwdng Gradient Ty trong

Thé tich tinh bang mL (ghi la X,Y)

Ngay Hét han

CPS DMSO FBS
CPS 1 ngay lam viéc (<18 gi®)
Dt liéu can Thu thap Trong khi X ly Mau
Loai 6ng mau (khoanh tron mét hodc ghi loai 6ng khac) anDc/ HEP /EDT
Tinh trang mau (khoanh tron mét hodc nhiéu loai; nhan xét & mét sau néu can) SAT/HEM/ CLT
Thé tich mau toan phan kha dung do dwgc (dén 0,1mL gan nhéat) mL
Cho biét phwong phap x& ly (khoanh trén mot) guSJJ,iFB I xep trén / xep
Phwong phap D&m: Cho biét tén thiét bi cu thé hodc dém tha cong (ghi vao phan bén
phai)
Dém thé tich tai nhi twong HBSS (hodc WDR khac) (V) (ghi la X,Y) mL
Néng d6 trung binh sb té bao (C) x 108 t& bao/mL
Téng s6té bao (T)=CxV x 108 t& bao

Tinh toan hiéu suat té bao/mL clia mau toan phan (kiém tra QC)= (T/Thé tich Mau Toan
phan Kha dung)

x 106 t& bao/mL

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

mL

Tinh thé tich tai nhii twong CPS sau cung (Vf), (V1 1am tron xudng (X,0) mL gan nhét)

mL

Tinh s té bao thwc té trong méi 6ng N2 = (T/ V¥) x V2; (V2=1 mL).

x 108 t& bao/dng

In va dan Nhan ndi dung QC LDMS/ma vach (tén tat cGa (nhirng) ngwdi thwe hién QC)

Ngay va Gio bong lanh (ngay thang nam /Gid:Phut) (Giai thich vao phan nhan xét néu
thdi gian nay khong trong vong 4 gi® ké tir thoi gian bat dau x ly)

S6 Ong déng lanh thyc té
Lwru y: Phai bang thé tich tai nhi twong CPS cubi cling cho phan chia nhé 1mL (V).

Hoan tAt cac muc LDMS con lai bao gém tdng sb té bao va thdi gian dong lanh (Tén tat)
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Phu luc A: Bang quy trinh X&r ly PBMC Chung cho HVTN-HPTN Trang 2/2
Luu y: B6i véi HPTN va HVTN, hay s dung Bang quy trinh X&r ly PBMC theo giao thirc trong Hwéng dan Phong thi
nghiém X& ly M&u (SPLI) theo giao thirc hodc Sé tay Phong thi nghiém trir khi c6 hwéng dan khac. Dung but dién tat
ca cac trwdng bang tay.

Phong thi nghiém X ly Mau:

PTID/PID:
Chuyén Ong déng lanh vao Hép Bao quén Poéng lanh

Ngwoi chuyén dng déng lanh vao hop bao quan mau do LDMS chi dinh

Ngay (ngaythangnam)/gid dwoc chuyén tr thiét bi déng lanh diéu téc
qua hop bado quan. (Phai duy tri mau & -80°C trong khi chuyén)

Kiém tra Lan dau (Tén viét tdt/Ngay)

Kiém tra Lan cubi (Tén viét /Ngay)

Dém bang Hemacytometer Téng sb Té bao Té bao Séng Khéng Séng
Hinh vuéng #1 (té bao/mm?2)

Hinh vuéng #2 (té bao/mm?2)

Hinh vuéng #3 (t& bao/mm?2)

Hinh vuéng #4 (t& bao/mm?)

Sé té bao Trung binh theo Hinh vudng (t& bao/mm?)
Hé s6 Pha loang PBMC (1:DF*)

Hé sb Hemacytometer cho té bao/mL 10* 10% 10*
Néng do6 sb té bao (C) = (Té bao Trung
binh/mm2)(DF)(104); dbi qua 108 té bao/mL

% sbng =

(Té bao sbng 4 6 vudng/tdng t& bao 4 6 vudng) (100)
*Luwu y: Hé s6 Pha loang (DF) = (phan té bao + phan chat Idng pha lodng)/phan té bao

Khoéng ap dung Khoéng ap dung

x 108té bao/mL

Khoéng ap dung Khoéng ap dung

Dém Té bao Tw dong (103/ul=108/mL) Sb #1
Sb Té bao (C) 1a sb té bao x 108/mL
Hé sb Pha loang PBMC (1:DF**)
Nong d6 Té bao = (C)(DF)

x 106té& bao/mL

% sbng (néu co)

**| yu y: Pha lodng cho may dém tw déng la cuwc ky hiém. Néu tién hanh dém truc tiép thi nhap 1 trong 6 DF va dién
cot nay.

Khong ghi nhan xét, dé léch giao thirc xt Iy va thdng tin bd sung trong bang quy trinh x& ly nay:
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Phu luc B: Bang quy trinh x& ly PBMC cua ACTG phién ban 8.0
Lwu y: Phai dien cac trwdng trong bang quy trinh x& ly nay bang but viét thu cong.

(Trang 1/2)

Tham khao Giao thirc LPC cho N1 va A (ddi véi chirng nhan IQA/xét nghiém, hay tham khao ban mé ta chwong trinh

hién hanh).

Phong thi nghiém X ly Mau: Kiéu ndp (khoanh mét kiéu): IQA hodc Giao thirc

Sb Giao thirc (khdng c6 néu 13 IQA): N1: A*:

ID ngwoi tham gia (PTID/PID): S6 Bubi kham: Loai Bubi kham:
Ngay Thu thap: Gi¢ Thu thap:

Ngay B&t dau X ly: Gid Bét dau X ly:

Ngudi X ly (Tén viét tat):

Kiém tra

Céc Thubc thir 2323 @M INhasanxudt  |L6Sé Ngay Hét han
(co/khéng)

DMSO

FBS

WDR: HBSS hoac PBS (khoanh

tron mot) ]

Ong Tach Té bao (frit)

M6i trwdng Gradient Ty trong

Thé tich tinh bang mL (ghi la X,Y)

Ngay Hét han

CPS CPS DMSO FBS 1 ngay' ‘Iam viéc
(<18 gi®)
D liéu can Thu thap Trong khi Xt ly Mau

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

ACD /HEP / EDT
Khac:

Tinh trang mau (khoanh tron mét hodc nhiéu loai; nhan xét & mat sau néu can)

SAT/HEM / CLT

Khac:
Thé tich mau toan phan kha dung do dwoc (WBV) (dén 0,1mL gan nhét) mL|
Lay thé tich huyét twong do dwoc va thay thé bang thé tich WDR twong dwong (dén 0,1mL gan
nhat)
Cho biét phwong phap xt ly (khoanh tron mat) SE;FB /xep trén /xép
Phuo'ng phap Dém: Cho biét tén thiét bi cu thé hodc dém tha cong (ghi vao phan bén phal)
Dém thé tich tai nhii twong ctia WDR (V) = WBV x 0,2 (Iam tron dén s nguyén gan nhat (X,0)mL) mL
Néng do trung binh s té bao (C) x 10° té bao/mL
Tong so té bao (T)=C x V ‘ ] ] ] x 10° té bao
Tinh hiéu suat té bao/mL mau toan phan. (Kiém tra QC) = (T/Thé tich Mau Toan phan Kha dung) x 108 t€ bao/mL
Néu T/A 2 N1; thi thé tich tai nhd twong CPS (V1) = A* ) mL
Néu T/A < N1, thi tinh toan thé tich tai nhi twong CPS wéc lwgng (V1)=(T/N1x10° té bao)(1mL)
Tinh thé tich tai nhii twong CPS sau cuing (Vi), (V1 dwoc lam tron xudng (X,0) mL gan nhat) mL

Tinh s6 té bao thuc té trong méi 6ng. N2 = (T/Vf) x V2; (V2=1 mL).
Lwu y: Khéng bdo quan hon 50M té bao trong mai 6ng

x 10° t& bao/dng

S6 Ong dong lanh thuc té ] ]
Lwu y: Phai bang thé tich tai nhii twong CPS cudi cung cho phan chia nhé 1mL (Vi) va £ (A)*

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

Ngay va Gi¢ Bong lanh (ngay thang nam /Gio:Phut) (Giai thich vao phan nhan xét néu thoi gian
nay khong trong vong 4 gi® ké t khi bat dau x ly)

Hoan tat cac muc LDMS con lai bao gom tdng s6 té bao va thoi gian déng lanh (Tén tat)

uy: A* = So lweng chia nho t6i da can theo Biéu d6 X ly Phong thi nghiém (LPC) cu thé theo giao thirc. Khéng bao
quan hon s phan chia nhé nay. Dbi véi IMPAACT, hay tuan tht cac yéu ciu dwoc xac dinh theo giao thirc.
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Phu luc B: Bang quy trinh Xt ly PBMC cua ACTG phién ban 8.0 (Trang 2/2)
Lwu y: Phai dien cac trwdng trong bang quy trinh xt& ly nay bang but viét thu cong.

Phong thi nghiém X Iy M3u:

PTID/PID:

Chuyén Ong d6ng lanh vao Hép Bao quén Béng lanh

Ngwoi chuyén dng déng lanh vao hop bao quan mau do LDMS chi dinh

Ngay (ngaythangnam)/gi dwoc chuyén tir thiét bi dong lanh diéu téc qua
hép bao quan. (Phai duy tri mau & -80°C trong khi chuyén)

Kiém tra Lan dau (Tén viét tdt/Ngay)

Kiém tra Lan cubi (Tén viét /Ngay)

Dém bang Hemacytometer Téng s6 Té bao Té bao Séng Khong Séng

Hinh vuéng #1 (t& bao/mm?)

Hinh vuéng #2 (té bao/mm?2)

Hinh vuéng #3 (t& bao/mm?2)

Hinh vuéng #4 (té bao/mm?2)

Sé té bao Trung binh theo Hinh vuéng (té bao/mm?2)

Hé sb Pha loang PBMC (1:DF*)

Hé sb Hemacytometer cho té bao/mL 10% 10% 10%

Néng do6 sb té bao (C) = (Té bao Trung

~ P 6 X N ~ P
binh/mm2)(DF)(104); d8i qua 106 t& bao/mL Khong apdung | x 10°%e bao/mL | Khong ap dung

% sbng =

(Té bao sbng 4 6 vudng/tdng t& bao 4 6 vudng) (100) Khong ap dung Khong ap dung
Dém Té bao Tw dong (10%/ul=10°/mL) SO #1 *L iy y: Hé sb Pha lodng (DF) = (phan té bao +

S6 Té bao (C) 1a s6 té bao x 10%/mL phan chét 1dng pha loang)/phan té bao

Hé s6 Pha loang PBMC (1:DF**) ***| iy y: Pha lo&ng cho may dém ty dong la

Néng d6 Té bao = (C)(DF) x 10%té bao/mL | cwc ky hiém. Néu tién hanh dém truc tiép thi

% sdng (néu cd) nhap 1 trong 6 DF va dién cot nay.

Khong ghi nhan xét, dé léch giao thirc xt ly va thdng tin bd sung trong bang quy trinh x& ly nay:
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Phu luc C: Mau Sé6 ghi Thay d6i Nalgene® Mr. Frosty™ Isopropanol
Lwu y: Phai thay Isopropanol méi 5 dot déng lanh/gidi déng.

Thay déi ] Thay déi ]
Ngay Stv | Isopropanol | Tén viet Ngay Stv | Isopropanol | Tén viet
dung (C6/Khéng) tat dung (C6/Khéng) tat
Nguwoi kiém tra: Ngay:
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Phu luc D: Khac phuc sw cé: Phuc héi PBMC khi Khéng c6 Bédng (Lép) PBMC Xdc dinh sau khi Ly tam
Gradient Ty trong

D.1. Théng tin co ban: Néu co sai s6t trong qua trinh ly tam gradient ty trong mau, thi do mdi trwong gradient ty
trong va huyét twong khong sach va sé khong thé nhin thay I&p PBMC. Birng qua lo lang. Cé thé phuc héi PBMC
ttrng phan bang cac buwéc bd sung.

D.2 Nhan dién van dé:

D.2.1
D.22

Théao cac 6ng khéi may ty 1am va chuyén qua gia treo.

Nhan dién xem tai sao khong cé I&p PBMC trong sudt. Dwéi day 13 liét ké nhirtng nguyén nhan kha
o[

Ong d4 bi roi hodc vé.
Chét ham da bj bat [én.

Téc do ly tam qua cao. Kiém tra cai dat sd vong/phut (rpm) da dung cho quy trinh st dung (CSTFB
hoé&c tach té bao bang gradient ty trong thi cong) bang cach kiém tra bang RCF/rpm cho réto. Mot sb
may ly tdm can cai d&t trén may khép véi loai dng st dung. Néu cai dat khong dung thi may ly tam sé
tinh sai tbc do.

May ly tdm bi ngirng do dién chap chon.

Frit lac ché. (Trwdng hop nay thueng do tbe do ly tam qua cao, nhwng ddi khi cé 6ng bi 16i trong 16
nay).

May ly tam khéng can bang.

Nguwoi hién téng cé lym phd bao, bach ciu hodc hematocrit thap.

D.3 Trong s6 nhirng nguyén nhén néi trén thi c6 5 nguyén nhan & phan dau la dé khac phuc nhat. Néu
nguyén nhan l1a do may ly tam khéng can bang thi xac dinh nguyén nhan gay khong can bing. Kiém tra
nhw sau:

D.3.1
D.3.2
D.3.3

Kiém tra xem cac 6ng c6 can bang khong.
Kiém tra xem hop ly tdm cé can bang khéng.

Kiém tra xem tay don va hop ly tm cé dwoc béi tron khong

Luu y: Néu nghi la do may ly tam thi st dung may khac.

D.4 Néu van dé da dwoc khac phuc thi hay ly tam lai mau nhw sau:

D.4.1

D.4.2

Cac Thubc thie:

M6i trwdng gradient ty trong
Ong ly tdm hinh nén 50mL
Pipet

Phwong phap:

Lwu y: MGi trdng gradient ty trong la méi trweéng doc cho té bao, nén hay thwc hién that hiéu qua

D.4.2.1 Thém 15mL méi trwdng gradient ty trong vao édng 50 mL v trung (khéng phai CSTFB).

D.4.2.2 Dé méi trwdng gradient ty trong &m 1én dén nhiét d6 phong (15°C-25°C hoac dén 30°C, tuy theo

diéu kién méi trwong) trong khi thue hién véi mau nay.

D423 E)0| v&i mbi dng da tron, dan nhan éng 50mL tén PTID. S& dung pipet Iay cham rai chét trong

mau da tron tlr qua trinh tach hodc CSTFB. (CSTFB frit thwong lac chd).

D424 Chuyén dén téi da 30mL mau da tron vao dng chira méi trwdng gradient ty trong.

D.4.2.5 Lap lai nhu vay cho tat cd mau da tron.
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D.4.2.6  Cho cac 6ng vao may ly tam, kiém tra 6ng xem c6 can bang khong.

D4.2.7 Ly tdm trong 30-40 phut & 400 x g voi chét ham TAT & nhiét do phong (15°C-25°C hoac dén
30°C, tuy theo dieu kién khi hau).

D.4.2.8  Phai nhin thAy mét I&p PBMC. (M6t s6 té bao thwéng bi mét, nén 16p nay cé thé mdng).

D.42.9  Chuyén cén than Iop PBMC nay vao éng ly tam hinh non 50mL d& dan nhan PTID. St dung
mo6t 6ng méi cho moi 6ng moi trwdng gradient ty trong.

D.4.2.10 Doéng lai ndp dng mdi trwdng gradient ty trong.

D.4.2.11  Tr& lai Muc 15 giao thirc xt ly chinh.
Luu y: Trong Muc “Nhén xét va BJ léch Giao thire xr ly” ciia Bang quy trinh Xt ly PBMC, hay ghi lai chi tiét do léch
khoi SOP (ttrc 1a cac buwéce tir “Phu luc D” dwgc dung dé phug hoi PBMC do khéng c6 bépg PBMC xac dinh sau khi ly
tdm gradient ty trong). Ngoai ra, hay ghi thoi gian ly tam lai dé wéc lvgng thdi gian cac té bao trong méi trwdng
gradient ty trong.
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Phu luc E: Gép cdc Lép Trung gian dé C6 lap PBMC Méi trwwong Gradient Ty trong

C6 thé siv dung quy trinh nay khi c6 Iap PBMC tir nhiéu 6ng mau cla cling két hop PTID-chat chdng déng mau.
Ciing c6 thé st dung quy trinh nay dé cling cb cac |ép trung gian dé gidm st dung thubc thir va vat liéu tiéu hao,
tang hdi phuc va gidm nhiém ban.

Lé&p trung gian nay la mét phan clia mau chiva bach cau (WBC) va tiéu ciu va dién ra sau khi ly tam & 16p tiép giap
gitra huyét twong va I&p héng cau. Phan Ién WBC dworc tim thay trong I&p trung gian nay chi cé moét lwong rat nhé
(tbng sb <1 triéu) con lai trong géi hdng cau sau khi 14y 1&p trung gian. Lép pha trung gian nay duoc lay bang mot
phan nhd huyét twong va hdng cau (khodng 1,5mL), réi dwoc pha lodng trwéc khi chdng 1én méi trwdng gradient dé
tach lym phd bao.

Quy trinh:

E1. Bao dam la da hoan tat cac bwdc trong cac Muc 14.4.1 dén 14.4.2.

E2. Lytadm mau & 200 - 400 x g trong 10 phdt.

y g gillp ==

E3. Lay huyet twong (va lwu tri» cho khi cAn — xem Muc 14.3.4 - 14. 3.7) tw
moi ong trong khoang Smm tlr I&p trung gian (r6 rang trong da sb trwong
hop, trir nhirng bénh nhan bi giam bach cau trung tinh/lympho bao nang).

E4.  Xéc dinh dung tich va sb (I“Sng ly tdm hinh non Qén thiét cho méi két hop L Huyétwong
PTID-chat chong dong mau. Khéng gop mau ti PTID-chat chong dong (55% tong lwong
mau khac. Tong quat: mau)

 L&p trung gian tir 2 6ng ldy mau 10mL cé thé dwoc gdp vao éng Lép dém Bach cau &
ly tdm hinh nén 15mL. ¢ tiéu cau (<1% mau
. . . N toan phan)
* Cac ong trung gian tir khoang 6 ong lay mau 10mL c6 the dugc
g0p vao ong ly tdm hinh nén 50mL. Hong cau
x. z N (45% tong luvong
ES. Déan nhan cho moi 6ng ly tdm hinh nén bang PTID. mau)
E6. Thém WDR vao méi éng ly tdm hinh nén vé trung.
Dung tich Ong Ly tdam Hinh nén (mL) Thé tich WDR (mL)
15 3
50 10-15

E7.  Gitr dng gidm huyét thanh (Itc nay c6 chira mot lwong nhé huyét twong thira va cac té bao két tu) & mot
goc 30°.

E8. S dung mét pipet béng polypropylene, dung mét lan, ong rong, 2,5mL, vo trung dé lay I&p trung gian.
Hut 16p trung gian nay béng cach di chuyen xuong phan dwéi ctia 6ng. Hat cham rai huyét twong sau khi
huat I6p trung gian béng cach “truot” xudng I6p hor]g cau két tu (khoang 1 ,omL chét hat). Chuyén 16p trung
gian nay vao 6ng chira WDR, rira sach pipet 2-3 lan bang WDR/nhi twong té bao.

E9. L&y va gop lép trung gian tir (nhirng) 6ng con lai cho két hop PTID-chét cdng déng mau.

E10. QS WDR/nhii twong bang WDR bé sung dén thé tich mong muéq bang cach thyc hién ky thuat tach té
bao gradient ty trong. Trén nhe phan gop I&p trung gian 3-4 Ian bang pipet.

E11. Tiép tuc tach té bao gradient ty trong & bwéc trong Muc 14.5. Trong phan 14.5, “mau pha lodng” c6 nghia

la “I&p trung gian pha loéng”.
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Phu luc F: Céc Thuéc thir va Tiép liéu Mau

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

Thubc thew/Tiép liéu (Céc) Vi du Tuy chon/Bat budc

CSTFB khé * Ong tach Accuspin™ Tuy chon (Lwu y cho HVTN:
* Ong tach Leucosep® Bait bugc)

Ong tach té bao nap trwdc co|« Accuspin™ System Histopaque®-1077 Tuy chon (Lwu y cho HVTN:

mang ngan frit (CSTFB) v&i Khéng dwoc dung khi chwa

dung mbi tach ty trong 1,077 dwoc mang lwdi phé duyét)

MGi trvong Gradient Ty trong | « Ficoll-Paque PLUS va PREMIUM Tay chon

1,077 ¢ Lymphoprep™

* M6i trwdng Tach Lymphocyte - LSM ™

Dimethyl sulfoxide (DMSO), |« Hybrimax, Sigma-Aldrich cat# D2650, khéng | Bat budc
do nudi cay té bao chtra endotoxin, khéng chira hybridoma
* Hod&c san phdm twong dwong

Huyét twong Bao thai Bo ACTG: Tham khao trang

(FBS) www.actg- impaact-Ic.org trong

ngudn tai liéu> tai liéu dé biét

théng tin dat hang FBS hién
hanh va cac 16 bat budc.

HPTN: Tham khao théng tin vé

cac 16 dwoc xac nhan IQA hién

hanh.

HVTN (va giao thire xtv ly cu

thé cia mang Iwéi chéo véi

HVTN): FBS duwoc HVTN phé

duyét dwgc mang lwdi cung

cép cho cac phong thi nghiém

& dang dwoc bat hoat bang

nhiét va khong dwoc mua

ngoai chudi/quy trinh cung &ng

HVTN.

Ong df)ng Ianh * Nunc CryoTubeSTM, co ren bén trong, 6ng Uu tién nhép h|éU Nunc/cé ren
bang polypropylene (PP) va nap van bén trong bat buc cho toan
#377267 mang luoi.

* Greiner Cryotubes, cé ren bén trong, nap
van bang vat liéu tw nhién, bang
polypropylene (PP), day tron, chd viét ghi
chu, dé hinh sao, vo trang #122263

* Corning® 2mL, c6 ren bén trong, béng
polypropylene, éng chiu lanh, thdng ding
voi day tron #430488

Lwu y cho HVTN: Nunc
CryoTubes™ #377267 bat
budc cho cac giao thirc xtr ly
cla mang lwéi HVTN. Moi
dung cu thay thé déu phai
dwoc HVTN phé duyét treéce
khi phong thi nghiém mua.

Nhan chiu lanh ¢ Cryo-Tags® va Cryo-Babies® Brady B461 | Tuy chon
hoc B490
* Nhan chiu lanh Shamrock.
But I6ng * But Long Fisherband* #13-379 Tuay chon

¢ Buat Phong thi nghiém/But 16ng Phong thi
nghiém Nalgene® #6310/#6311
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Phu luc G: Hwéng dan Nhanh PBMC SOP—CSTFB
Bét budc phai st dung Bang quy trinh Xt ly PBMC va LDMS cho toan mang luéi (xem Muc 5 dé biét chi tiét).

Trwée khi s dung huwéng dan nhanh nay, phai bdo dam la da kiém tra day da PBMC SOP dé biét cac lwu y va chi
tiét, hwéng dan cu thé cho mang lwoi.

Tham khao
Cac buwéc SOP
1. Chuan bj va lam lanh CPS. 11.2
2. Chuan bi mau mau toan phan, thubc thir va tiép lidu. 13.2
3. Néu cac phan chia huyét twong phai tuan theo huwéng dan vé giao thire xi ly: 13.3
a. Ly tdm mau toan phan & 200-400 x g trong 10 phdt.
b. Danh d4u téng thé tich mau & mét khum rdi chuyén huyét twong vao éng ly tdm hinh nén 15 hoac
50mL, d& dan nhan dé xt ly thém (800-1200 x g trong 10 phut, hdm tuy chon)
c. Thém vira di lwong WDR vao mau dé dua vé thé tich mau toan phan ban dau, trén nhe nhang va
tiép tuc x&r ly PBMC.
4. Thém 5mL WDR vao méi CSTFB da dan nhan va 25mL WDR vao méi 6ng rira hinh nén 50mL twong | 13.4
rng da dan nhan. (Lwu y: Co thé thwe hién sém hon véi phan cai dat [budc 2]).
5.  Chuyén 15-20mL (dwgc phép 12-22) mau vao CSTFB d& dan nhan.
a. Theo ddi thé tich da do can than. Ghi lai UWBV do dwoc dén 0,1mL gan nhat.
6. Thém nwéc riva bng WDR va WDR sau cling vao CSTFB dén 30 mL (WDR + Mau Toan phan).
7. Ly tam & 800-1000 x g trong 15 phat & 15°C-30°C véi cai dat KHONG HAM/dat vé 0. 13.5
8. Kiém tra cac éng dé tim cac van dé coé thé xay ra.
9. LAy tirng I6p trung gian CSTFB vao éng ly tam hinh nén, 50mL, da dan nhan twong (rng, nap truéc
25mL WDR.
10. Thém WDR vao QS dé c6 tong thé tich 45mL va trén nhe nhang. 15.1
11. R®&a #1 — ly tam & 200-400 x g trong 10 phat & 15°C-30°C, ham tuy chon.
12. Kiém tra hat té bao! Ghi lai nhirng quan sat ngoai duw kién.
13. L&y ra nhe nhang I&p trén ma khdng lam x&o tron hat té bao.
14. Tai nhil twong hat t& bao nay trong mét lwong nhéd WDR tao nhii twong té bao dong nhét. 15.2
15. Két hop dén 4 nhii twong hat vao mét éng ly tam hinh nén 50mL.
16. Cho nuwéc riva 6ng WDR va WDR 45mL cudi cuing vao éng té bao.
17. Rira #2 — Ly tam & 200-400 x g trong 10 phat & 15°C-30°C, ham tuy chon.
18 Kiém tra hat té bao! Ghi lai nhitng quan sat ngoai duw kién.
19 L&y ra nhe nhang I&p trén ma khong lam x&o tron hat té bao.
20. Tinh WDR dém thé tich tai nhi twong (V). 15.3
21. Két hop hat té bao vao mét dng dung thé tich tai nhii twong WDR. Day |a thé tich dwa trén sb lwong té
bao.
22. Dém va tinh tdng sb té bao
23. Tinh hiéu suét té bao theo té bao/mL hodc mau toan phan kha dung.
24. Tinh thé tich tai nhii twong CPS sau cung. Kiém tra céc sé tinh toan. 15.4
25. Hoan tatin 4n, dan nhan va QC bng chiu lanh TRUOC khi ly tam 1an cubi. 15.5
26. Lytédm & 200-400 x g trong 10 phat & 15°C-30°C, ham tuy chon. 15.6
27. LAy ra nhe nhang I6p trén ma khong lam xao trén hat té bao. 15.7
28. Tai nhii twong hat nhe nhang trong CPS lanh (Vy) trong khi xoay éng dé phan phéi déu. Chia déu té
bao CPS.
29. Chuyén ngay (<10 phat ti lac cho CPS vao mau) tat ca éng chiu lanh vao ngén lam lanh diéu toc va 15.8
cho vao ti déng lanh.
30. Sau mét thoi gian thich hop, hay chuyén cac éng chiu lanh vao thiét bi bao quan tai ché va guvi di theo | 17
thdi gian ma mang lwdi quy dinh.
31. Hoan tat kiém tra Bang quy trinh Xt ly PBMC va nhap d liéu theo huwéng dén cta mang ludi. 18.1
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Phu luc H: Hwéng dan Nhanh PBMC SOP—Xép trén Thi céng

Bat budc phai str dung Bang quy trinh X& ly PBMC va LDMS cho toan mang lwéi (xem Muc 5 dé biét chi tiét).
Trwéce khi sk dung huwéng dan nhanh nay, phai bdo dam la da kiém tra day da PBMC SOP dé biét cac lwu y va
chi tiét, hwong dan cu thé cho mang Iu6i.

Tham khao
Céac Buwére (S6 lvong cho mau thé tich nhd hon duoc in nghiéng). SOP
1. Chuan bj va lam lanh CPS. 11.2
2. Chuéan bi mau mau toan phan, thudc thr va tiép liéu. 14.2
3. Néu cac phan chia huyét twong phai tuan theo huwéng dan vé giao thire xi ly: 14.3

a. Ly tdm mau toan phan & 200-400 x g trong 10 phut.
b. Danh déu tong thé tich mau & mat khum rdi chuyén huyét twong vao éng ly tdm hinh nén
15mL ho&c 50mL dé xt ly thém (800-1200 x g trong 10 phut, ham tuy chon).
c. Thém vira dd lwgng WDR vao mau dé dua vé thé tich mau toan phan ban dau, trén nhe
nhang va tiép tuc xt ly PBMC.
4. Chuyén mau toan phan vao éng ly tdm hinh nén 50mL (15mL), vé tring va pha lodng bang 14.4
WDR, néu can.
5.  Xép trén can than va cham rai mau trén phan dau mai trwéng gradient ty trong. (Phwong phap
Xép dudi la phwong phap thay thé da dwoc phé duyét, trir nhirng giao thirc x& ly cia HVTN).

6. Ly tam & 400-800 x g trong 15-30 phut, véi KHONG HAM/d3t vé 0. 14.5
7. Kiém tra 6ng ly tam hinh nén dé tim van dé.

8. L&y tirng 16p trung gian vao éng ly tdm hinh nén, 50mL (15mL) twong &ng.

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

10. Rra #1 —ly tdm & 200-400 x g trong 10 phut & 15°C-30°C, ham tuay chon.
11.  Kiém tra hat t& bao!

12. LAy ra nhe nhang I&p trén ma khong lam x&o tron hat té bao.

13.  Tai nhi twong hat té bao nay trong mét lwgng nhé WDR tao nhii twong té bao déng nhat. 15.2
14. Két hop dén 4 nhii twong hat vao mét dng ly tam hinh nén 50mL (2 vao éng 15mL).
15.  Cho nwéc rira bng WDR va WDR sau cung dén 45mL (10mL) vao éng té bao.

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

17.  Kiém tra hat t& bao!

18. LAy ra nhe nhang I&p trén ma khong lam x&o tron hat té bao.

19.  Tinh WDR dém thé tich tai nhd twong (V). ] 153
20. Két hop hat té bao vao mét 6ng dung thé tich tai nhi twong WDR. Day la thé tich dwa trén so
lwgng té bao.

21.  Dém va tinh tong s6 té bao )
22. Tinh hiéu suéat té bao theo té bao/mL hodc mau toan phan kha dung.

23.  Tinh thé tich tai nhi twong CPS sau cung. Kiém tra cac sb tinh toan. 15.4
24. Hoan tatin &n, dan nhan va QC éng chiu lanh TRU'GC khi ly tdm lan cubi. 15.5
25.  Lytam & 200-400 x g trong 10 phat & 15°C-30°C, ham tuy chon. 15.6
26. L&y ra nhe nhang |&p trén ma khéng lam x&o tron hat té bao. 15.7

27. Tainhil twong hat nhe nhang trong CPS lanh (V) trong khi xoay 6ng dé phan phéi déu.
Nén lam viéc v&i da lanh dm.

28. Chia déu té bao CPS.

29. Chuyén ngay (<10 phut tr lic cho CPS vao mau) tat ca dng chiu lanh vao ngan lam lanh diéu | 15.8
tdc va cho vao ti déng lanh.

30. Sau mét thoi gian thich hop, hdy chuyén cac dng chiu lanh vao thiét bi bao quan tai ché va 17
gWi di theo thdi gian ma mang Iwéi quy dinh.

31. Hoan tat kiém tra Bang quy trinh Xtr ly PBMC va nhap di liéu theo hwdng dan ctia mang 18.1
lroi.
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Phu luc I: Lich st Stra déi toe Phién ban 7.0 dén 8.0

Phién ban

Ngay Hiéu

lwe

(ngay/thang

Inam) (Cac) Muc Ban slra doi

8.0 Trang Bia Phién ban, ngay cé hiéu lwc, ngay thay thé va tham khao phu luc
14/6/2026 dwoc cap nhat.

Muc Luc Bb sung TOC véi cac sb trang mai cho tat ca cac muc va phu luc.

5 Néu ré cac yéu cau vé bang quy trinh xt Iy cu thé theo mang Iwdi;
bd sung yéu ciu ctia ACTG; x6a phan tham khédo LPC; cap nhat bang
theo d&i cac yéu tb chinh.

6 Stra |6i nhd vé tr nglr trong mau vén cuc va cac muc vé hiéu suét té
bao

10 Cap nhat cac tham chiéu trong phu luc do ddi ky tw phu luc

11 Tai cu tric phan Chuén bj CPS: chia thanh Phwong phéap 1
(HVTN/HPTN) va Phuwong phap 2 (ACTG) kém theo cap nhat cac
cbng thirc, vi du va cac budéc.

15 Sép xép lai va lam ré cac budc tai nhi twong CPS. Cap nhat phan
tham chiéu trong phu luc.

Phu luc Bb sung Phu luc B méi (Bang quy trinh Xt ly PBMC cta ACTG). Béi
ky tw tAt ca phu luc. Dat lai tiéu dé& Phu luc A.

Phu luc | D4t lai tén clGa Phu luc H; cap nhat dé néu noi dung cla v8.0

(Lich st Stra ddi)

7.0 Tt ca Thém logo HANC méi vao dau trang
19/8/2024 T4t ca Lwoc bé phan tham khdo MTN

Tt ca Lwoc bé phan tham khao IMPAACT

T4t ca Cap nhat toan dién tat ca cac muc cho phu hop véi hwéng dan, giao
thire x& ly va thwee hanh hién hanh.

Chép thuan Lwoc bé gidy phép MTN

Chép thuan Lwoc bo gidy phép IMPAACT

Chép thuan Kathryn Dougherty da thay John Hural cip phép HVTN

8.1.5 Yéu cau vé éng ch|u lanh cé ren bén trong cho bdo quan PBMC

154 Phwong phap xép éng theo ACTG, HPTN va HVTN

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

8.1.4 Chi thém cac yéu cau bé sung vao ngay 7/10/2016 cho cac phong thi
nghiém ACTG va IMPAACT. Ciing da thém cac yéu cau lién quan dén
4ng chiu lanh bd sung cho toan mang lwéi.

18.2.1 D3 bb sung huwéng dan bd sung lién quan dén ti déng lanh d3 cai
nhiét do.

Phu luc D “Phan I6n WBC...” dwoc dbi thanh “Hau hét WBC...”

Phu luc G Théng tin bé sung vao muc Ong chiu lanh lién quan dén viéc s dung
éng micro SARSTEDT Nép van.

5.2 5.1.3 “Ph(‘)ng thi nghiém cé thé s dung Bang quy trinh x&r ly PBMC HVTN

22/9/2014 ho&c stra dbi cho phu hop voi quy trinh cta phong thi ngh|em do.” dbi
thanh “Phong thi nghiém c6 thé sv dung Bang quy trinh xu ly PBMC
HVTN, duoc sira déi dé tuan thi cac yéu cau twong trng clia mang
lwdi va phu hgp véi quy trinh cliia phong thi nghiém”.
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5.1 5.1.3 Hwéng dan theo dai bang xt&r ly PBMC: Téng s6 té bao: “(tly chon cho
30/7/2014 HVTN)” dwoc bd sung bén canh N
16.4.5 Ghi chi dwoc lwoc bd vi khéng ¢ frit trong cac 6ng hinh nén khi xép
trén hodc xép dwdi bang cach thd cong
16.4.6 Tham khao Phwong phap Xép trén dwoc ddi thanh 16.4.6.1 va

Phwong phap Xép duwéi
thanh 16.4.6.2

18.1 Hwéng dan thdi gian bdo quan/chuyén bd sung cho HPTN, IMPAACT
va MTN.

14, 18.1, 18.3, TG d6ng lanh co hoc “LN2 /-150°C “ déi thanh “LN2 dewar hoéc tu

18.3.1 déng co hoc -150°C”

18.3 DPon gian héa ngdn ngtr déi véi PBMC dwoc bao quan trong binh
dewar LN2 hoac tt déng lanh co hoc -150°C va loai bé didu “lau hon 4
tuan”.

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

18.3.1 Dbi “LN2 /-150°C” thanh “LN2 hoé&c -150°C”

22,242 Xoa tuy chon RPMI

PhulucE, F Tham khdo Buéc 1 SOP dbi tir “11.3” thanh “11.2”

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

Phu luc E Tham khéo Buéc 32 SOP ddi tir “19.2” thanh “19.1”

Phu luc E Cau Buwéc 32 dbi thanh “Hoan tat Bang quy trinh Xt ly PBMC theo
hwdng dan clia mang lwoi’.

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

Phu luc F Céc budc 13-18: “16.2” d6i thanh “17.2”

Phu luc F Céc budc 19-22: “16.3” d6i thanh “17.3”

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

Phu luc F Tham khéo Bu¢c 31 SOP ddi tlr “19.2” thanh “19.1”

Phu luc F Cau Buwéc 31 dbi thanh “Hoan tat Bang quy trinh Xt ly PBMC theo
hwdng dan ctia mang lwoi”.

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

trgng LDMS Ia viéc bat budc theg LDMS” dwoc dbi thanh “L= Trwdng
bat budc trong LDMS cho cac mau ciia mang lwéi”

5.1.3 Hwéng dan theo ddi bang xt ly PBMC: “Sé Mau LDMS” déi thanh “ID
Mau Chung LDMS”

51.3 Cac 6 td mau Xam (thé hién théng tin khéng can thiét) dwoc ddi thanh
mau den.

7.1.8 Bb sung HPTN va MTN

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

14 Dinh dang céac thay dbi

18va 19 Gop hwéng dan bao quan tam théi va tai chd tir hai muc thanh mét,
Muc 18.

19 Ngbén nglr hoan tat tai lieu xor ly 1ap lai trong Muc 18 va 19 dwoc tach
ra thanh cac muc riéng.

Phu luc H Xoa cac thay dbi vé lich str Phién ban khac, chi gil lai nhivrng thay ddi

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