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1 วตัถปุระสงค ์
1.1 กระบวนการดําเนินการมาตรฐาน (Standard Operating Procedure, SOP) นีอ้ธบิายขัน้ตอนสาํหรบัการแยกและก

ารเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็งสาํหรบัเซลลเ์ม็ดเลอืดชนิดนิวเคลยีสเดยีว (Peripheral Blood Mononuclear Cells, P
BMC) จากเลอืดครบสว่น 

2 ขอบเขต 
2.1 ขัน้ตอนนีใ้ชส้าํหรบัการดําเนินการกบัตวัอยา่งเลอืดเพือ่การแยก การเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง และการเก็บรกัษาตั

วอยา่ง PBMC คําแนะนําทีจ่าํเพาะตอ่โครงการวจิยัของเครอืขา่ยจะใชแ้ทนคําแนะนําใน SOP นี ้

3 ทีม่า 
3.1 PBMC ทีเ่ก็บมาใหม่หรอืทีเ่ก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็งจะถกูนํามาใชเ้พือ่การประเมนิการตอบสนองทางภูมคิุม้กนัในระ

ดบัเซลลท์ีช่กันําโดยวคัซนีหรอืการรกัษาดว้ยยาตา้นรโีทรไวรสั การเปลีย่นแปลงในการตอบสนองทางภูมคิุม้กนัทีเ่
กีย่วขอ้งกบั HIV และการฟ้ืนตวัของไวรสัทีส่ามารถจาํลองตวัเองได ้
(replication competent virus) การตรวจวเิคราะหเ์หลา่นีจ้าํเป็นตอ้งใช ้PBMC ทีถ่กูแยกออกมาและเก็บรกัษาดว้ย
การแชแ่ข็งภายใตส้ภาวะทีก่าํหนดไวอ้ยา่งเครง่ครดัซ ึง่จะทําใหแ้น่วา่จะมกีารฟ้ืนตวั (recovery) ความมชีวีติ (viabili
ty) และความสามารถในการทาํหนา้ที ่
(functionality) ทีเ่หมาะสมทีส่ดุ การศกึษาเพือ่ตรวจสอบความเทีย่งตรงบางการศกึษาบ่งบอกวา่เป็นการเหมาะสมที่
สดุทีจ่ะมกีารดําเนินการเกบัเลอืดและแชแ่ข็งเลอืดภายใน 8 ช ัว่โมงนับจากเวลาทีเ่จาะเลอืดเพือ่รกัษาการทําหนา้ทีข่
องเซลลใ์นการตรวจวเิคราะหเ์พือ่เฝ้าตดิตามภูมคิุม้กนัใหอ้ยูใ่นระดบัสงูสดุ  

4 อาํนาจหน้าทีแ่ละความรบัผดิชอบ 
4.1 ผูอ้าํนวยการหอ้งปฏบิตักิารของเครอืขา่ย (หรอืผูท้ีไ่ดร้บัมอบหมายจากบุคคลดงักลา่ว) มอีํานาจหนา้ทีใ่นการสรา้ง 

ตรวจสอบ และปรบัปรงุขัน้ตอนนี ้

4.2 สาํนักงานประสานงานเครอืขา่ย HIV/AIDS (HIV/AIDS Network Coordination (HANC) Office) รบัผดิชอบในกา
รรกัษาและควบคุมเอกสารเกีย่วกบั SOP 

4.3 ผูอ้าํนวยการหอ้งปฏบิตักิารรบัผดิชอบในการนํา SOP ของ HANC หรอื SOP ทีจ่าํเพาะต่อหอ้งปฏบิตักิารนีไ้ปใชง้าน
 และในการดูใหแ้น่ใจวา่บุคลากรทีเ่หมาะสมทัง้หมดไดร้บัการฝึกอบรม SOP ทางหอ้งปฏบิตักิารจะตอ้ง: 
• รวมถงึสว่นต่างๆ ของ SOP สาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC แบบขา้มเครอืขา่ยเวอรช์ ัน่ปัจจบุนัทีใ่ชภ้ายในหอ้ง

ปฏบิตักิารทีเ่กีย่วขอ้งกบัสถานทีว่จิยัของเครอืขา่ย โดยไม่มกีารปรบัวธิกีาร 
• อา้งองิเวอรช์ ัน่ปัจจบุนัของ SOP สาํหรบัการดําเนินการกบั PBMC แบบขา้มเครอืขา่ย 

หมายเหต :ุ สาํหรบัหอ้งปฏบิตักิารทีด่ําเนินการกบั PBMC ของ HVTN หอ้งปฏบิตักิารดงักลา่วจะตอ้งใช ้SOP สาํหร ั
บ PBMC ของ HANC ตามทีเ่ขยีนไว ้หรอืเวอรช์ ัน่ทีจ่าํเพาะตอ่ HVTN ของ SOP ของ HANC 

4.4 เจา้หนา้ทีท่างเทคนิคทุกคนรบัผดิชอบในการอ่านและทาํความเขา้ใจ SOP นีก้อ่นทีจ่ะดําเนินการขัน้ตอนทีอ่ธบิายไว ้

5 การรายงานผล 
5.1 กาํหนดใหม้กีารใชต้ารางงานสาํหรบัการดําเนินการกบั PBMC และระบบการจดัการขอ้มูลทางหอ้งปฏบิตักิาร (Laborat

ory Data Management 
System, LDMS) สาํหรบัเครอืขา่ยทัง้หมดเพือ่ตดิตามเวลาของการดาํเนินการ การคํานวณ และการบนัทกึปัญหาทีเ่กดิ
ขึน้ในระหวา่งการดําเนินการ 

5.1.1 ขอ้กาํหนดสาํหรบัเครอืขา่ยทัง้หมด: 
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• กรอกขอ้มูลลงใน LDMS สาํหรบัการสรา้งฉลากของหลอดหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็ง เอกสารเกีย่วกบั
สถานทีเ่ก็บรกัษา และขอ้กาํหนดรายการสิง่ทีข่นสง่ ดรูายละเอยีดของขอ้กาํหนดในตารางดา้นลา่ง 

• รายงานการเบีย่งเบนตามระเบยีบวธิขีองโครงการวจิยัดา้นหอ้งปฏบิตักิาร 

5.1.2 ขอ้กาํหนดสาํหรบั HVTN 

กาํหนดใหม้กีารใชต้ารางงานสาํหรบัการดําเนินการกบั PBMC ของ HVTN ทัง้หมด หากตารางงานเกีย่วกั
บ PBMC ทีจ่าํเพาะตอ่โครงการวจิยัไม่ไดถ้กูกาํหนดใหม้ไีวใ้น "คาํแนะนําในการดําเนินการทีจ่าํเพาะต่อโค
รงการวจิยัของ HVTN" อาจใชต้ารางงานทัว่ไปในภาคผนวก ก และที ่
http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspxได ้

5.1.3 ขอ้กาํหนดสาํหรบั ACTG, IMPAACT, HPTN และ MTN 
• หอ้งปฏบิตักิารอาจใช ้HVTN PBMC ประมวลผลขอ้มูล 

ปรบัเปลีย่นไปตามขอ้กาํหนดของเครอืข่ายทีส่อดคลอ้ง 
และเหมาะสมสําหรบักระบวนงานของหอ้งปฏบิตักิาร ถา้เลอืกหอ้งปฏบิตักิารเพือ่พฒันาตวัเองแผ่นแปรรูป 
PBMC และตดิตามเสรมิวสัดุ (เชน่ LDMS หรอืแผ่นงานทีแ่ยกต่างหาก หรอืล็อก) 
หอ้งปฏบิตักิารจะใชแ้นวทางดา้นล่าง 

• ตารางงานสาํหรบัการดําเนินการกบั PBMC ทีแ่กไ้ขได ้และตวัอยา่งของวสัดุในการตดิตามเสรมิในรปู
แบบอเิล็กทรอนิกสจ์ดัไวท้ี ่
http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx เพือ่ใหด้าวนโ์หลด
และนําไปปรบั 

 
แนวทางสําหรบัการตดิตามการดําเนินการกบั PBMC 

หวัขอ้ 

ขอ้กาํหนดเกีย่วกบัตารา
งงานสําหรบั 
ACTG, HPTN, 

IMPAACT, MTN* 
(HVTN: กาํหนดใหม้กีารใชต้ารางง
านสําหรบัการดําเนินการกบั PBM

C ของ HVTN ทัง้หมด 

ขอ้กาํหนดเ
กีย่วกบั 
LDMS 

สําหรบัเครอื
ข่ายท ัง้หมด

** 
หอ้งปฏบิตักิารทีด่ําเนินการกบัสิง่ส่งตรวจ W L 
หมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้รว่มโครงการ W L 
หมายเลขการนัดตรวจ W L 
โครงการวจิยั W L 
ID สําหรบัทัว่โลกของสิง่ส่งตรวจใน LDMS  W [อตัโนมตั]ิ 
วนัที/่เวลาทีเ่ร ิม่การดําเนินการ W N 
ดําเนินการโดย (เจา้หนา้ทีท่างเทคนิค) W N 
วธิกีารนับ (ชือ่ของเครือ่งมอืหรอืการนับดว้ยมอื) W  
WDR ในปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การนับ (V) W  
ความเขม้ขน้เฉลีย่ของจาํนวนเซลล ์(C)  W  

จาํนวนเซลลท์ัง้หมด (T) = C x V 
W N 

(ไม่จาํเป็นสาํ
หรบั HVTN) 

คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ CPS ขัน้สุดทา้ย (Vf)  W   
วนัทีแ่ละเวลาทีแ่ชแ่ข็ง  W N 

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

หวัขอ้ 

ขอ้กาํหนดเกีย่วกบัตารา
งงานสําหรบั 
ACTG, HPTN, 

IMPAACT, MTN* 
(HVTN: กาํหนดใหม้กีารใชต้ารางง
านสําหรบัการดําเนินการกบั PBM

C ของ HVTN ทัง้หมด 

ขอ้กาํหนดเ
กีย่วกบั 
LDMS 

สําหรบัเครอื
ข่ายท ัง้หมด

** 
ความคดิเห็นและการเบีย่งเบนไปจากระเบยีบวธิขีองโครงการวจิยัซึง่รวมถงึแต่ไม่
จาํกดัอยู่เพยีงแค:่ 
• สภาวะของสิง่ส่งตรวจทีไ่ม่ไดค้าดไวท้ ัง้หมด 
• หากเลอืดจบัตวัเป็นลิม่ จาํนวนหลอดทีม่ลีิม่เลอืด จาํนวนหลอดทัง้หมดจา

กชดุ PTID และรายละเอยีดของการดําเนินการกบัเลอืดทีจ่บัตวัเป็นลิม่ 
• เซลลท์ีไ่ดท้ีต่ํ่ากว่าชว่งทีค่าดไว ้
• ความผดิปกตใินการดาํเนินการ 
• ขัน้ตอนการแกปั้ญหาทีด่ําเนินการ 
• บนัทกึไวห้ากเวลาทัง้หมด >8 ช ัว่โมง 

W O 

วนัที/่เวลาทีเ่ก็บ S L 
สารทําปฏกิริยิา (บรษิทัผูผ้ลติ หมายเลขชดุทีผ่ลติ และวนัหมดอายุสําหรบั DMS
O, FBS, WDR, CSTFB, ตวักลางสําหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น (de
nsity gradient media)) 

S  

CPS (ปรมิาตรของ DMSO และ FBS) S  
ชนิดของหลอดใส่ตวัอย่าง (NaHep/ACD/EDTA/อืน่ๆ) S L 
สภาวะของเลอืด (เชน่ SAT/HEM/CLT) S L 
ปรมิาตรของเลอืดครบส่วนทีใ่ชไ้ด ้ S L (“ปรมิาตร”) 

จาํนวนเซลล ์ S  
จาํนวนของเซลลท์ีแ่ทจ้รงิต่อหลอด  S L 
จาํนวนของหลอดสําหรบัการแชแ่ข็งทีแ่ชแ่ข็ง S L 
ขอ้มูลการเก็บรกัษาดว้ยตูแ้ชแ่ข็ง (โมดูลการเก็บรกัษาของ LDMS) O N 
การยนืยนัว่ามกีารตรวจสอบคุณภาพสารทําปฏกิริยิาดว้ยสายตา (เจา้หนา้ทีท่างเ
ทคนิค) 

O  

เซลลท์ีไ่ด/้มล. ของเลอืดครบส่วน O  
ปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ CPS ทีป่ระมาณไว ้(V1) O  
การยนืยนัว่ามกีารตรวจสอบคุณภาพฉลากของ LDMS ในส่วนของเนือ้หา/บารโ์
คด้ (เจา้หนา้ทีท่างเทคนิค) 

O  

การยนืยนัว่ามกีารขนยา้ยหลอดสําหรบัการแชแ่ข็งไปยงัสถานทีเ่ก็บกล่องสําหรบั
การเก็บรกัษาทีก่าํหนดโดย LDMS (เจา้หนา้ทีท่างเทคนิค) 

O  

วนัที/่เวลาทีห่ลอดสําหรบัการแชแ่ข็งถูกขนยา้ยจากอุปกรณท์ําความเย็นในอตัรา
ชา้ๆ ไปยงักล่องสําหรบัการเก็บรกัษา  

O  

ผูต้รวจสอบทีด่ําเนินการตรวจสอบขัน้สุดทา้ย/วนัที ่ O  
* W = กาํหนดใหม้กีารตดิตามในตารางงานสําหรบัการดําเนินการกบั PBMC 

S = กาํหนดใหม้กีารตดิตาม แต่อาจใชว้สัดุในการตดิตามเสรมิ (เชน่ LDMS หรอืตารางงานหรอืบนัทกึอืน่ๆ) 
O = อาจทําการตดิตามในตารางงาน หรอือาจใชว้สัดุในการตดิตามเสรมิ 

** L = ฟิลดท์ีต่อ้งระบุใน LDMS สําหรบัสิง่ส่งตรวจในเครอืข่าย 
N = กาํหนดใหม้กีารตดิตามใน LDMS โดยเครอืข่าย 
O = อาจทําการตดิตามใน LDMS 
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6 สิง่สง่ตรวจ  
6.1 การเตรยีมผูป่้วย 

ไม่ม ี

6.2 ชนิดของสิง่สง่ตรวจ 

เลอืดครบสว่นทีใ่สส่ารตา้นการแข็งตวัของเลอืดซึง่เจาะใสใ่นหลอดเก็บเลอืด 

6.3 ปรมิาตรของสิง่สง่ตรวจทีเ่หมาะสมทีส่ดุ/ขัน้ตํ่า 

ปรมิาตรของเลอืดทีก่าํหนดไวซ้ ึง่กาํหนดโดยโครงการวจิยั 

6.4 สภาวะในการจดัการ 

6.4.1 ควรเก็บสิง่สง่ตรวจทีเ่ป็นเลอืดครบสว่นใหม่ทีใ่สส่ารตา้นการแข็งตวัของเลอืดไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°
ซ) ตัง้แต่เวลาทีเ่ก็บจนถงึเมือ่มกีารนําสง่ไปยงัหอ้งปฏบิตักิาร/หน่วยดําเนินการ 

6.4.2 ควรนําสง่สิง่สง่ตรวจทีเ่ป็นเลอืดครบสว่นใหม่ทีใ่สส่ารตา้นการแข็งตวัของเลอืดไปยงัหน่วยดําเนินการของ
หอ้งปฏบิตักิารใหเ้รว็ทีส่ดุเท่าทีจ่ะเป็นไปไดห้ลงัจากทีเ่ก็บเพือ่ใหห้อ้งปฏบิตักิารทีด่ําเนินการมเีวลาเพยีงพ
อในการดําเนินการขัน้ตอนการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง 

6.4.3 หน่วยดําเนินการของหอ้งปฏบิตักิารควรดาํเนินการกบัสิง่สง่ตรวจทีเ่ป็นเลอืดครบสว่นใหม่ทีใ่สส่ารตา้นกา
รแข็งตวัของเลอืดใหเ้รว็ทีส่ดุเท่าทีจ่ะเป็นไปไดห้ลงัจากทีไ่ดร้บั: 
• เวลาในการดําเนินการ (เวลาทีเ่ร ิม่การดําเนินการ) คอืเวลาทีห่ลอดถกูเปิดหรอืถกูใสใ่นเคร ือ่งป่ันแยก

เป็นคร ัง้แรก โดยสิง่ใดเกดิขึน้กอ่นใหถ้อืตามสิง่น้ัน 
• เวลาทีแ่ชแ่ข็งถกูจาํกดัความไวว้า่คอืเวลาที:่  

o StrataCooler® Cryo, NALGENE® Mr. Frosty หรอื biocision® CoolCell ถูกใสใ่นตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีุณ
หภูม ิ 
-80°ซ  

o โปรแกรมการทําความเย็นของตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีถ่กูควบคุม เชน่ CryoMed® ไดเ้ร ิม่
ขึน้ 

• เวลาทัง้หมดถกูคํานวณจากเวลาทีเ่ก็บสิง่สง่ตรวจจนถงึเวลาทีแ่ชแ่ข็ง ถา้จะใหด้ทีีส่ดุ ควรจะเป็น 8 ช ัว่
โมงหรอืนอ้ยกวา่น้ัน แต่สิง่สง่ตรวจทัง้หมดควรไดร้บัการดําเนินการโดยไม่คาํนึงถงึเวลาทัง้หมด 

• เวลาในการดําเนินการทัง้หมดถกูคํานวณจากเวลาในการดําเนินการจนถงึเวลาทีแ่ชแ่ข็ง โดยขอแนะ
นําใหน้อ้ยกวา่สีช่ ัว่โมง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6.4.4 หา้มนําเลอืดครบสว่นแชตู่แ้ชเ่ย็นหรอืแชแ่ข็ง 

6.5 สิง่สง่ตรวจรอง 

บนัทกึสภาวะของสิง่สง่ตรวจทีไ่ม่ไดค้าดไวท้ัง้หมดและการปฏบิตัทิีไ่ดด้ําเนินการตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและห ้
องปฏบิตักิาร ดูรายละเอยีดในบทที ่5 

เวลาในการดาํเนินการ (เวลาทีเ่ริ่มการดาํเนินการ) วนัที/่เวลาทีเ่ก็บสิง่สง่ตรวจ เวลาทีแ่ช่แข็ง 

เวลาในการดาํเนินการท ัง้หมด (ถา้จะใหด้ีทีส่ดุ ควรจะ
้ ่  4 ั่ โ ) 

เวลาท ัง้หมด (ถา้จะใหด้ีทีส่ดุ ควรจะเป็น 8 ชั่วโมงหรือน้อยกวา่นัน้) 
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6.5.1 สิง่สง่ตรวจทีจ่บัตวัเป็นลิม่ 

6.5.1.1 เลอืดทัง้หมดควรไดร้บัการดาํเนินการโดยไม่คํานึงวา่มกีารจบัตวัเป็นลิม่หรอืไม่ นอกจากโค
รงการวจิยัจะกาํหนดไวเ้ป็นอยา่งอืน่ 

6.5.1.2 นําลิม่เลอืดออกไปและดาํเนินการตามปกต ิ

6.5.1.3 หากเซลลท์ีไ่ดไ้ม่เพยีงพอตามความตอ้งการของโครงการวจิยั ขอใหต้ดิตอ่คลนิิกเพือ่ขอสิง่
สง่ตรวจทดแทนหากเป็นไปได ้สาํหรบั HVTN หากเซลลท์ีไ่ด ้≤0.4 x 106 เซลล/์มล. ใหต้ดิต่
อคลนิิกเพือ่ขอสิง่สง่ตรวจทดแทนหากเป็นไปได ้

6.5.2 สิง่สง่ตรวจทีม่กีารแตกของเม็ดเลอืดแดง 

6.5.2.1 การแตกของเม็ดเลอืดแดงอาจสง่ผลกบัคุณภาพของ PBMC  

6.5.2.2 ดําเนินการตามปกต ิ 

6.5.2.3 หากเซลลท์ีไ่ดต้ํ่ากวา่ชว่งทีค่าดไวอ้ยา่งมนัียสาํคญั ใหเ้ก็บรกัษา PBMC โดยใสห่มายเหตอุ
ยา่งเหมาะสมและตดิตอ่คลนิิกเพือ่ขอสิง่สง่ตรวจทดแทนหากเป็นไปได ้สาํหรบั HVTN หากเ
ซลลท์ีไ่ด ้≤0.4 x 106 เซลล/์มล. ใหต้ดิตอ่คลนิิกเพือ่ขอสิง่สง่ตรวจทดแทนหากเป็นไปได ้

6.6 สิง่สง่ตรวจทีย่อมรบัไม่ได ้

6.6.1 สิง่สง่ตรวจทีไ่ม่ตดิฉลากหรอืตดิฉลากผดิจะถกูปฏเิสธ 

6.6.2 สิง่สง่ตรวจทีร่ ัว่ 

แจง้คลนิิกหากมกีารร ัว่ของสิง่สง่ตรวจใดๆ และตดัสนิวา่สิง่สง่ตรวจดงักลา่วใชไ้ดห้รอืไม่ 

7 อปุกรณ ์
7.1 การเตรยีมและการดําเนินการ 

7.1.1 ตูเ้พือ่ความปลอดภยัทางชวีภาพ (biosafety cabinet, BSC) ประเภทที ่2 ตามทีก่าํหนดโดยหอ้งปฏบิตักิา
ร (P2, P2.5 หรอื P3) 

7.1.2 เคร ือ่งป่ันแยกทีม่คีวามเรว็ตํ่า (สามารถป่ันแยกที ่300 ถงึ 1000 x g) ทีม่โีรเตอรท์ีม่ถีว้ยใสห่ลอดแบบเหวีย่
งไปมา (swinging bucket rotor) ควรเป็นแบบมรีะบบทําความเย็น แต่ทีใ่ชอุ้ณหภูมโิดยรอบก็ยอมรบัได ้

7.1.3 ไมโครปิเปต โดยมชีว่งตัง้แต ่20, 200, 1000 µไมโครลติร  

7.1.4 อุปกรณช์ว่ยปิเปต (Pipet-Aid) (ควรเป็นแบบไรส้าย) สาํหรบัปิเปตทางซรีมัวทิยาแบบใชแ้ลว้ทิง้ 

7.1.5 ตูแ้ชเ่ย็นทีม่อีุณหภูมริะหวา่ง 2 ถงึ 8°ซ 

7.1.6 ตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีุณหภูม ิ-
20°ซ (หรอืตํ่ากวา่น้ัน) ท ีไ่ม ่มกีารละลายนํา้แข็งอตัโนมตั ิ(สาํหรบัการเก็บรกัษา FBS) 

7.1.7 ตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีุณหภูม ิ-80°ซ (-65 ถงึ -95°ซ) สาํหรบัการเก็บรกัษา PBMC ในระยะสัน้ 

7.1.8 ตูแ้ชแ่ข็งเชงิกลทีม่อีุณหภูม ิ-150°ซ (สาํหรบั IMPAACT, HPTN และ MTN 
หากไม่มถีงัแชแ่ข็ง LN2 สาํหรบัการเก็บรกัษาในระยะยาว) 

7.1.9 อ่างควบคุมอุณหภูมทิีม่อีุณหภูมริะหวา่ง 37 ถงึ 56°ซ (สาํหรบัการทําให ้FBS หมดฤทธิด์ว้ยความรอ้น หา
กจาํเป็น) 

7.1.10 ถงัหรอืบกีเกอรส์าํหรบัสารฟอกขาวหรอืสารฆ่าเชือ้อืน่ๆ สาํหรบัการลา้งปิเปตหากกาํหนดใหม้โีดยหลกัปฏิ
บตัเิพือ่ความปลอดภยัของทอ้งถิน่ 

7.2 อุปกรณส์าํหรบัไนโตรเจนเหลว (LN2) (หากกาํหนดใหม้โีดยเครอืขา่ย) 
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7.2.1 ถงัเก็บรกัษา LN2 (≤ -140°ซ) 

7.2.2 อุปกรณข์นสง่แบบแหง้สาํหรบั LN2 ทีไ่ดร้บัการอนุมตัจิาก IATA 

7.3 การนับเซลล ์(เลอืกหน่ึงในทางเลอืกตอ่ไปนี)้ 

7.3.1 เคร ือ่งนับเซลลอ์ตัโนมตัทิีส่ามารถนับจาํนวนเซลลท์ีม่ชีวีติ (Beckman-Coulter Vi-
Cell, Guava PCA® หรอืสิง่ทีเ่ทยีบเท่ากนั) 

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: วธิกีารนับจะตอ้งไดร้บัการตรวจสอบและอนุมตัลิว่งหนา้โดย HVTN  

7.3.2 เคร ือ่งนับเซลลอ์ตัโนมตัทิีไ่ม่สามารถแยกแยะเซลลท์ีม่ชีวีติ (Coulter Counter, Abbott Cell-
Dyn®, Sysmex® หรอืสิง่ทีเ่ทยีบเท่ากนั) 

หมายเหต :ุ อาจใชเ้คร ือ่งนับเซลลอ์ตัโนมตัทิีไ่ม่สามารถระบุเซลลท์ีม่ชีวีติเพือ่หาจาํนวนเซลลท์ัง้หมดโดย
ไม่มกีารแยกแยะเซลลท์ีม่ชีวีติก็ได ้ยกเวน้วา่ตวัอยา่งกาํลงัถกูเตรยีมสาํหรบัโปรแกรมการทดสอบประสทิธิ
ภาพของการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง PBMC ของ IQA หากตวัอยา่งกาํลงัถกูเตรยีมสาํหรบัโปรแกรมการ
ทดสอบประสทิธภิาพของการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง PBMC ของ IQA จะตอ้งใชส้ทีรแิพนบล ู
(trypan blue) เพือ่ใหไ้ดจ้าํนวนเซลลท์ีม่ชีวีติ 

7.3.3 ชอ่งสาํหรบันับเซลลด์ว้ยมอื (ฮมีาไซโตมเิตอร)์ และกลอ้งจลุทรรศนช์นิดไลตฟี์ลด ์

หมายเหต :ุ หากชอ่งสาํหรบันับเซลลด์ว้ยมอืถกูใชร้ว่มกบัสทีรแิพนบล ูจะตอ้งนับจาํนวนเซลลท์ีม่ชีวีติและ
ใชส้าํหรบัการคาํนวณเซลล ์หากใชส้ม่ีวงครสิตลัไวโอเล็ต สามารถใชจ้าํนวนเซลลท์ัง้หมดในการคํานวณเ
ซลลไ์ด ้หากตวัอยา่งกาํลงัถกูเตรยีมสาํหรบัโปรแกรมการทดสอบประสทิธภิาพของการเก็บรกัษาดว้ยการ
แชแ่ข็ง PBMC ของ IQA จะตอ้งใชส้ทีรแิพนบลเูพือ่ใหไ้ดจ้าํนวนเซลลท์ีม่ชีวีติ 

7.4 การเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง  

ใชห้น่ึงในทางเลอืกตอ่ไปนีต้ามคําแนะนําของบรษิทัผูผ้ลติ ถา้จะใหด้ ีควรจะเป็น Stratagene StrataCooler® และ bio
cision® CoolCell 

หมายเหต :ุ หากไม่ปฏบิตัติามคาํแนะนําของบรษิทัผูผ้ลติ จะตอ้งมกีารดําเนินการศกึษาเพือ่ตรวจสอบความเทีย่งต
รง 

7.4.1 Stratagene StrataCooler® Cryo 

StrataCooler® Cryo จะตอ้งมอีณุหภูมอิยูท่ี ่2 ถงึ 8°ซ กอ่นการเร ิม่ทําใหห้ลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งเย็นลง หา้
มใสห่ลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งใน StrataCooler® Cryo ทีม่อีุณหภูมติํ่ากวา่อุณหภูมเิร ิม่ตน้ซ ึง่เท่ากบั 2°ซ 

7.4.2 biocision® CoolCell 

ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่ทุกสว่นของ CoolCell ซึง่รวมถงึวงแหวนกลาง (central ring) กลบัสูอุ่ณหภูมหิอ้งระห
วา่งการใชง้านแต่ละคร ัง้ 

7.4.3 NALGENE® Mr. Frosty ภาชนะบรรจสุาํหรบัการแชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็ง 1°ซ/นาท ี 

ควรเก็บ Mr. Frosty ไวท้ีอุ่ณหภมูโิดยรอบ (15-30°ซ) ระหวา่งการใชง้านแตล่ะคร ัง้  

ระดบัของไอโซโพรพานอลจะตอ้งถกูตอ้งและจะตอ้งมกีารเปลีย่นไอโซโพรพานอลทัง้หมดหลงัจากรอบขอ
งการแชแ่ข็ง-
การละลายรอบทีห่า้ จะตอ้งใชบ้นัทกึเพือ่ตดิตามรอบของการแชแ่ข็ง/การละลายและการเปลีย่นแปลงของ
สารทําปฏกิริยิา ดภูาคผนวก ข 

7.4.4 ตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีม่กีารควบคุม เชน่ ตูแ้ชแ่ข็ง CryoMed® Freezing Chamber (Gordinier) 
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8 สิง่ทีใ่ชแ้ลว้ทิง้ 
8.1 พลาสตกิ 

8.1.1 ปิเปตทางซรีมัวทิยาแบบใชแ้ลว้ทิง้ขนาด 1, 5, 10, 25, 50 มล. ปราศจากเชือ้ 

8.1.2 ปลายปิเปตเพือ่ความแม่นยาํขนาด 20, 100, 200, 1000 ไมโครลติร µทีป่ราศจากเชือ้ 

8.1.3 หลอดสาํหรบัการป่ันแยกแบบใชแ้ลว้ทิง้ขนาด 15 และ 50 มล. ปราศจากเชือ้ มกีน้รปูกรวย มขีดีแสดงปรมิ
าณ และทาํจากโพลโีพรพลินี 

8.1.4 หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งขนาด 1.8 ถงึ 2 มล. มฝีาเกลยีวทีม่วีงแหวนรปูตวัโอซึง่ปราศจากเชือ้ ทาํจากโพลี
โพรพลินีเท่าน้ัน วางตัง้ได ้มขีดีบอกปรมิาณ ป้องกนัการร ัว่ไหลได ้ถกูผลติขึน้มาเพือ่การเก็บรกัษาใน LN
2 ในเฟสทีเ่ป็นไอระเหย (ประมาณ -140°ซ) 

หมายเหต :ุ มเีพยีงแบรนดข์องหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งบางแบรนดเ์ทา่น้ันทีเ่หมาะสาํหรบัการเก็บรกัษาใ
น LN2 ในระยะยาว ดตูวัอยา่งทีต่รงตามขอ้กาํหนดในภาคผนวก ช 

หมายเหต :ุ หากโครงการวจิยักาํหนดใหเ้ก็บพลาสมา ควรใชห้ลอดทีม่เีกลยีวอยูภ่ายนอกสาํหรบัการเก็บ
รกัษาพลาสมา 

หมายเหต :ุ อาจไม่ใชห้ลอดสแนปแคป นอกจากนี ้
ไม่ควรเตมิสารลงในหลอดแชแ่ข็งเกนิกวา่ความจทุีผู่ผ้ลติระบุไวแ้ละไม่ถงึดา้นบนของหลอด  

หมายเหตสุ ําหรบั ACTG และ IMPAACT: อาจใชห้ลอดแชแ่ข็งทีม่เีกลยีวดา้นนอกเท่าน้ัน 

8.1.5 อาจเลอืกใชข้วดรปูชมพูท่ีป่ราศจากเชือ้แบบใชแ้ลว้ทิง้ทีม่คีอขนาด 45 มม. ขนาด 250 ถงึ 500 มล. สาํห
รบัการรวมเลอืดครบสว่นทีเ่จาะมาในปรมิาตรมากๆ กอ่นการแยก PBMC  

8.1.6 อาจเลอืกใชปิ้เปตสาํหรบัถา่ยสาร (transfer pipet) แบบพลาสตกิ ซึง่ปราศจากเชือ้ ขนาด 5 มล. ทีบ่รรจุ
อยูใ่นซองแยก 

8.1.7 หากไม่ใชห้ลอดสาํหรบัการแยกเซลลท์ีม่ตีวัก ัน้แบบฟรติ (cell separation tubes with frit barriers, 
CSTFB) ซึง่มกีารเตมิสารไวล้ว่งหนา้ จะกาํหนดใหม้ ีCSTFB เปลา่ (ดรูายละเอยีดเพิม่เตมิในหวัขอ้ 9.2) หรื
อหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยแบบใชแ้ลว้ทิง้ขนาด 15 และ 50 มล. ดงัในหวัขอ้ 8.1.3 ดตูวัอย่
างทีต่รงตามขอ้กาํหนดในภาคผนวก ช 

8.2 ปากกาทําเคร ือ่งหมาย 

ปากกาทําเคร ือ่งหมายสาํหรบัเขยีนบนหลอดและหลอดสาํหรบัดาํเนินการควรมเีสน้เล็กและมหีมกึทีแ่หง้เรว็ซ ึง่ลบไม่
ได ้(ดตูวัอยา่งในภาคผนวก ช) 

8.3 ฉลาก 

ฉลากสาํหรบัการแชแ่ข็งทีเ่หมาะสาํหรบัอุณหภูม ิ-
80°ซ และอุณหภูมขิอง LN2 ดตูวัอยา่งทีต่รงตามขอ้กาํหนดในภาคผนวก ช 

9 อปุกรณป้์องกนัสว่นบุคคล 
กาํหนดใหม้อีุปกรณป้์องกนัสว่นบุคคลทีเ่หมาะสาํหรบัการใชก้บัจลุชพีกอ่โรคทีม่าทางเลอืด ปฏบิตัติามแนวทางและหลกัปฏบิั
ตขิองหอ้งปฏบิตักิารของทอ้งถิน่สาํหรบัการจดัการผลติภณัฑเ์ลอืด 

9.1 เสือ้คลมุสาํหรบัใสใ่นหอ้งปฏบิตักิาร  

9.2 อุปกรณป้์องกนัดวงตา 

9.3 ถงุมอืไนไตรลช์นิดไม่มผีงแป้งหรอืถงุมอืทีเ่ทยีบเท่า 
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9.4 ถงุมอืสาํหรบัการแชแ่ข็งและกระบงัป้องกนัใบหนา้ (อาจมแีผ่นปิดคางหรอืไม่ก็ได)้ เป็นสิง่จาํเป็นหากท่านกาํลงัใช ้L
N2 

10 น้ํายา 
10.1 กาํหนดใหม้กีารจดัซ ือ้นํา้ยาทีป่ราศจากเชือ้และมกีารใชเ้ทคนิคทีป่ราศจากเชือ้  

10.1.1 เก็บรกัษาหลอดทีเ่ปิดแลว้ไวท้ีอ่ณุหภูมทิีแ่นะนําโดยบรษิทัผูผ้ลติจนกวา่จะใชห้รอืจนถงึวนัหมดอายทุีบ่รษิั
ทผูผ้ลติกาํหนด  

10.1.2 ทิง้หากมรีอ่งรอยของการปนเป้ือนทีม่องเห็นได ้เชน่ มลีกัษณะขุน่ 

10.2 นํา้ยาาสาํหรบัการลา้งและการเจอืจาง (Wash Diluent Reagents, WDR)  

สารละลายเกลอืแบบสมดุลของแฮงกส ์(Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS*) ทีไ่ม่มแีคลเซยีมหรอืแมกนีเซยีมแ
บบพรอ้มใช ้ 
*ทางเลอืก: นํา้เกลอืทีม่ฟีอสเฟตเป็นบฟัเฟอร ์(Phosphate-
Buffered Saline, PBS) 1X ทีไ่ม่มแีคลเซยีมหรอืแมกนีเซยีมแบบพรอ้มใช ้

10.3 หลอดสาํหรบัการแยกเซลลท์ีม่ตีวัก ัน้แบบฟรติ (CSTFB) 

หมายเหต :ุ หอ้งปฏบิตักิารอาจใช ้CSTFB หรอืสามารถใชก้ารใสด่า้นบน/การใสด่า้นลา่งดว้ยมอืกบัหลอดสาํหรบัก
ารป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยก็ได ้ 

หมายเหต :ุ หากใช ้CSTFB ใหใ้ชบ้ทที ่15 หากใชก้ารใสด่า้นบนหรอืการใสด่า้นลา่งดว้ยมอื (โดยไม่มตีวักัน้แบบฟริ
ต) ใหใ้ชบ้ทที ่16 

10.3.1 CSTFB ซึง่มกีารเตมิสารไวล้ว่งหนา้ (ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น 1.077) 

ความจขุองหลอดทีก่าํหนดจะขึน้กบัปรมิาตรของเลอืดครบสว่น (ดหูวัขอ้ 15.4) ดตูวัอยา่ง CSTFB ซึง่มกีาร
เตมิสารไวล้ว่งหนา้ในภาคผนวก ช  

สภาวะในการเก็บรกัษา: 
• เก็บรกัษาในตูแ้ชเ่ย็น (2 ถงึ 8°ซ) 
• ปกป้องใหพ้น้จากแสง 
• ลกัษณะขุน่บ่งบอกถงึความเสือ่มของผลติภณัฑ ์
• ปลอ่ยให ้CSTFB อยูท่ีอุ่ณหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°ซ) กอ่นการใช ้

 

10.3.2 ทางเลอืกสาํหรบัแทนระบบ CSTFB ซึง่มกีารเตมิสารไวล้ว่งหนา้: 

ใช ้CSTFB ทีแ่หง้รว่มกบัตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น 1.077 ดตูวัอยา่งทีต่รงตามข ้
อกาํหนดในภาคผนวก ช 
ความจุของหลอด (มล

.) 
ปรมิาตรของตวักลางสําหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น (

มล.) 
50 มล. 15 มล. 
15 มล. 6 มล. 

ปฏบิตัติามขอ้แนะนําในการเก็บรกัษาของบรษิทัผูผ้ลติตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่
น 

10.4 สารทําปฏกิริยิาสาํหรบัการแชแ่ข็ง  

10.4.1 ซรีมัจากตวัออ่นววั (Fetal Bovine Serum, FBS) ถา้จะใหด้ ีควรจะทําใหห้มดฤทธิด์ว้ยความรอ้น  
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10.4.1.1 ตรวจสอบกบัเครอืขา่ยทีเ่กีย่วขอ้งในเร ือ่งของผูจ้าํหน่ายทีค่วรเลอืก FBS เพยีงบางเคร ือ่งหม
ายการคา้เท่าน้ันทีเ่ทยีบเท่ากนัได ้ปัญหาเกีย่วกบัการควบคุมคณุภาพ ความเป็นพษิ ทีม่า แ
ละการขนสง่/การนําเขา้จะตอ้งไดร้บัการจดัการแกไ้ขกอ่นการเปลีย่นผูจ้าํหน่าย 

10.4.1.2 ขอหนังสอืรบัรองการวเิคราะหจ์ากผูจ้าํหน่ายสาํหรบัเก็บไวเ้ป็นบนัทกึการควบคุมคุณภาพข
องหอ้งปฏบิตักิารของทอ้งถิน่  

หมายเหต :ุ อาจจาํเป็นตอ้งมสีาํเนาหนังสอืรบัรองการวเิคราะห ์FBS เพือ่การสง่ออก (หรอื
นําเขา้) PBMC ในรปูสว่นลงตวัระหวา่งประเทศต่างๆ 

10.4.1.3 FBS ทีเ่ก็บรกัษาแบบแชแ่ข็ง (≤ -
20°ซ) สามารถใชไ้ดจ้นถงึวนัหมดอายทุีบ่รษิทัผูผ้ลติกาํหนด 

10.4.1.4 FBS ทีถ่กูละลายและเก็บรกัษาไวท้ีอุ่ณหภูม ิ2 ถงึ 8°ซ มคีวามคงตวัเป็นเวลาหน่ึงเดอืนปฏทิิ
น  

10.4.2 ไดเมทลิซลัฟอกไซด ์(Dimethylsulfoxide, DMSO) เกรดสาํหรบัการเพาะเลีย้งเซลล ์

10.4.2.1 ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่ไดใ้ช ้DMSO ในเกรดสาํหรบัการเพาะเลีย้งเซลล ์ดตูวัอยา่งทีต่รงตาม
ขอ้กาํหนดในภาคผนวก ช 

10.4.2.2 เก็บรกัษาหลอดทีย่งัไม่ไดเ้ปิดทีอ่ณุหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°ซ) ตรวจสอบทีห่ลอดเพือ่ดูวนัหมด
อายแุละทิง้หากหมดอายแุลว้ 

10.4.2.3 หลงัจากทีเ่ปิดแลว้ DMSO ทีย่งัไม่ไดเ้จอืจางตอ้งมคีวามคงตวัทีอ่ณุหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°ซ) 
เป็นเวลา 6 เดอืน เมือ่ไดร้บัการปกป้องใหพ้น้จากแสงและความชืน้ 

10.4.2.4 ใชเ้ทคนิคทีป่ราศจากเชือ้เมือ่นํา DMSO ออกจากหลอดเพือ่หลกีเลีย่งการปนเป้ือนทีอ่าจเกิ
ดขึน้ได ้ 

10.4.2.5 ทิง้หลอดทีเ่ปิดแลว้หากสงัเกตพบรอ่งรอยของการปนเป้ือนทีม่องเห็นได ้

10.4.2.6 อาจแบ่งสว่นสารทําปฏกิริยิาใหไ้ดเ้ป็นปรมิาณทีล่งตวัเท่ากนัเพือ่ชว่ยคงความปราศจากเชือ้
 ตดิฉลากสว่นลงตวั 
(aliquots) ดว้ยคําวา่ "DMSO" วนัทีเ่ปิด/วนัทีแ่บ่งสว่น วนัหมดอาย ุ(หกเดอืนนับจากการเ
ปิด) และชือ่ยอ่ของเจา้หนา้ทีท่างเทคนิค ปกป้องสว่นลงตวัใหพ้น้จากแสง 

10.4.3 สารฆ่าเชือ้ 

10.4.3.1 สารฆ่าเชือ้ทีเ่ป็นเอทานอล 70% โดยปรมิาตร/ปรมิาตร หลอดสเปรย ์

10.4.3.2 สารฟอกขาว 10% โดยปรมิาตร/ปรมิาตร ถงัหรอืบกีเกอร ์และหลอดสเปรย ์

10.4.3.3 สารฆ่าเชือ้อืน่ๆ ตามทีร่ะบุไวโ้ดยนโยบายของหอ้งปฏบิตักิารของทอ้งถิน่ 

10.5 สารทําปฏกิริยิาสาํหรบัการนับเซลล ์

ขอ้กาํหนดสาํหรบัสารทําปฏกิริยิาสาํหรบัการนับจะแตกตา่งกนัไปโดยขึน้กบัวธิกีารทีใ่ช ้ดูคาํแนะนําสาํหรบัวธิกีารที่
ใช ้

10.5.1 สารละลายสทีรแิพนบล ู0.4%  

10.5.2 อาจเลอืกใช ไ้ด :้ สามารถใชส้ารละลายสม่ีวงครสิตลัไวโอเล็ต 0.05% เพือ่ยอ้มสนิีวเคลยีสของเซลล ์เพือ่
ทีว่า่จะไดส้ามารถระบุและนับเซลลท์ีม่นิีวเคลยีสเดยีวโดยใชฮ้มีาไซโตมเิตอรไ์ด ้หากจาํเป็นตอ้งดคูวามมชี ี
วติ สามารถทําการนับดว้ยมอืคร ัง้ทีส่องโดยใชส้ทีรแิพนบลไูด ้
สารละลายสม่ีวงครสิตลัไวโอเล็ต 0.05% ประกอบดว้ย: 

สม่ีวงครสิตลัไวโอเล็ต 0.05 กรมั 
กรดอะซติกิบรสิทุธิ ์(glacial acetic acid) 2 มล. 
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นํา้กลัน่หรอืนํา้ทีป่ราศจากไอออน 98 มล. 

11 การเตรยีมสารทําปฏกิริยิา 
11.1 FBS ทีท่ําใหห้มดฤทธิด์ว้ยความรอ้น (Heat-Inactivated FBS, HI-FBS) 

สามารถสัง่ซ ือ้ HI-
FBS จากบรษิทัผูผ้ลติ หรอืสามารถสัง่ซ ือ้ FBS จากบรษิทัผูผ้ลติ และทําใหห้มดฤทธิด์ว้ยความรอ้นในหอ้งปฏบิตักิาร 
ปฏบิตัติามคําแนะนําเหลา่นีใ้นการละลาย การแบ่งสว่น และการใช ้

11.1.1 นํา FBS ออกจากตูแ้ชแ่ข็ง 

11.1.2 ถา้จะใหด้ ีควรจะละลายในตูแ้ชเ่ย็น (2 ถงึ 8°ซ) หรอืทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลาหลายช ัว่โมง หา้มปลอ่ยให ้FB
S อยูท่ีอุ่ณหภูมหิอ้งนานกวา่ทีจ่าํเป็นในการดําเนินกระบวนการละลาย  

11.1.3 คอ่ยๆ หมุนหลอดเป็นวงกลมสองหรอืสามคร ัง้ในชว่งของการละลาย  

11.1.4 หาก FBS ไม่ไดร้บัการทําใหห้มดฤทธิโ์ดยบรษิทัผูผ้ลติ ปฏบิตัติามคาํแนะนําเพิม่เตมิเหลา่นี ้หาก FBS ไดร้ ั
บการทําใหห้มดฤทธิโ์ดยบรษิทัผูผ้ลติ ขา้มไปยงัหวัขอ้ 11.1.5 

11.1.4.1 วาง FBS ในอา่งควบคุมอุณหภูมทิีม่อีุณหภูม ิ56°ซ (55 ถงึ 57°ซ) เฝ้าตดิตามอุณหภูมขิอง
อ่างควบคุมอุณหภูมอิยา่งใสใ่จ อุณหภูมทิีสู่งกว่านี้สามารถทาํใหส้่วนประกอบของ F
BS เสือ่มสภาพได ้

11.1.4.2 หมายเหต :ุ ระดบันํา้ในอ่างควบคุมอุณหภูมคิวรจะเลยระดบัของ FBS ในหลอดแต่ไม่ถงึฝา
ของหลอด การเป็นเชน่นีจ้ะชว่ยใหแ้น่ใจวา่มกีารใหค้วามรอ้น FBS อยา่งเสมอกนัและชว่ยห
ลกีเลีย่งการปนเป้ือน  

11.1.4.3 เมือ่อ่างควบคุมอุณหภูมมิอีุณหภูมกิลบัคนืมาที ่56°ซ (55 ถงึ57°ซ) ใหค้วามรอ้นแก ่FBS เ
ป็นเวลา 30 นาท ีและทําการผสมใหเ้ขา้กนัทุก 5 ถงึ 10 นาท ีการใหค้วามรอ้นเป็นระยะเ
วลานานกว่านีส้ามารถทาํใหส้ว่นประกอบของ FBS เสือ่มสภาพได ้

11.1.4.4 หมายเหต :ุ หากดา้นบนของหลอดสมัผสักบัอา่งควบคุมอุณหภมู ิใหเ้ชด็ทีด่า้นบนของหล
อดดว้ยเอทานอล 70% โดยปรมิาตร/ปรมิาตร กอ่นเปิด 

11.1.5 ผสม HI-FBS ใหเ้ขา้กนัอยา่งเบาๆ แต่ทั่วถงึโดยใชเ้ทคนิคทีป่ราศจากเชือ้  

11.1.6 แบ่งสว่นลงในหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล. ทีต่ดิฉลากไวซ้ ึง่ปราศจากเชือ้ หรอืแ
บ่งเป็นสว่นลงตวัอืน่ๆ ทีเ่หมาะสมสาํหรบังานทีค่าดไว ้

หมายเหต :ุ ฉลากควรระบุหลอดเหลา่นีว้า่เป็น "HI-
FBS" และรวมถงึหมายเลขชดุทีผ่ลติ วนัทีแ่บ่งสว่น วนัหมดอาย ุ
และชือ่ยอ่ของเจา้หนา้ทีท่างเทคนิค FBS มคีวามคงตวัเป็นเวลา 1 เดอืนทีอุ่ณหภูม ิ2 ถงึ 8°ซ หรอืจนถงึวนั
หมดอายเุดมิทีบ่รษิทัผูผ้ลติกาํหนดทีอุ่ณหภูม ิ-20°ซ 

11.1.7 แชเ่ย็น (2 ถงึ 8°ซ) หลอดสาํหรบัสว่นทีม่ปีรมิาณลงตวัในจาํนวนทีจ่าํเป็นสาํหรบังานทีค่าดไว ้ผสมใหเ้ขา้
กนัดกีอ่นใช ้สามารถเก็บหลอดสาํหรบัสว่นทีม่ปีรมิาณลงตวัซึง่ยงัไม่จาํเป็นตอ้งใชใ้นทนัทไีวใ้นตูแ้ชแ่ข็ง แ
ละจะมคีวามคงตวัจนถงึวนัหมดอายเุดมิทีบ่รษิทัผูผ้ลติกาํหนด  

หมายเหต :ุ รอบของการแชแ่ข็ง/การละลายทีด่ําเนินการซํา้ๆ จะมผีลเสยีตอ่คุณภาพของ FBS หา้มแชแ่ข็
งสว่นลงตวัซ ึง่ไดถ้กูเก็บรกัษาไวท้ีอุ่ณหภูมขิองตูแ้ชเ่ย็น 

11.1.8 ในการใชส้ว่นลงตวัทีแ่ชแ่ข็งไว ้ถา้จะใหด้ ีควรจะละลายในตูแ้ชเ่ย็นขา้มคนื หรอืทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลาหล
ายช ัว่โมง เปลีย่นวนัหมดอายเุป็นหน่ึงเดอืน ผสมใหเ้ขา้กนัดกีอ่นใช ้

11.2 สารละลายสาํหรบัการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง (Cryopreservation Solution, CPS) ใหม่  
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11.2.1  
ส่วนประกอบ เปอรเ์ซน็ต ์(โดยปรมิาตร/ปรมิาตร) 

DMSO 10% 
FBS (ทีท่ําใหห้มดฤทธิด์ว้ยความรอ้น) 90% 

11.2.2 การเตรยีม CPS 

ใชภ้าชนะบรรจขุนาด 15 มล. หรอื 50 มล. แบบใชแ้ลว้ทิง้ทีป่ราศจากเชือ้เพือ่เตรยีม CPS การผสม DMSO 
และ FBS เป็นปฏกิริยิาคายความรอ้น จะตอ้งเตรยีม CPS ไวล้ว่งหนา้และทําใหเ้ย็นในตูแ้ชเ่ย็น (2 ถงึ 8°ซ) เป็
นเวลาอยา่งนอ้ย 30 นาทหีรอืในอ่างนํา้แข็งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 15 นาทกีอ่นการใช ้ 

หมายเหต :ุ สามารถเก็บรกัษา CPS ทีอุ่ณหภูม ิ2 ถงึ 8°ซ เป็นเวลา 1 วนัทําการ (<18 ช ัว่โมง) 

11.2.3 ใชส้ตูรดา้นลา่งในการประมาณปรมิาตรของ CPS เพือ่เตรยีมสาํหรบัการแขวนลอยใหม่ของ PBMC นอกจ
ากนีย้งัมกีารแสดงตวัอยา่งไว ้ 

เลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ด ้(มล.) x เซลลท์ีไ่ด ้(เซลล/์มล.) x ความเขม้ขน้ของการแชแ่ข็ง (มล./เซลล)์ = CPS ทีป่ระมาณไว ้(มล.) 
ปัดขึน้ใหเ้ป็นค่ามล. เต็มทีใ่กลท้ีส่ดุ 

หมายเหต :ุ ปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ดค้อืปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีถ่กูดําเนินการจรงิ 
(ปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ดอ้าจไม่เทา่กบัความจขุองหลอด) 

ตวัอยา่ง: เลอืดจากผูใ้หญ—่การเก็บเลอืดในปรมิาตรมาก 
เลอืดครบส่วนทีใ่ชไ้ด ้

x 
เซลลท์ีไ่ด ้x ความเขม้ขน้ของการแชแ่ข็ง 

= 
CPS ทีป่ระมาณไว้
ทีจ่ะเตรยีม 

(140 มล.) x (1.5 x 106 เซลล/์1 มล.) x (1 มล./15 x 106 เซลล)์ = 14 มล. 

ตวัอยา่ง: เลอืดจากวยัรุน่/จากเด็ก—การเก็บเลอืดในปรมิาตรนอ้ย 
เลอืดครบส่วนทีใ่ชไ้ด ้

x 
เซลลท์ีไ่ด ้x ความเขม้ขน้ของการแชแ่ข็ง 

= 
CPS ทีป่ระมาณไว้
ทีจ่ะเตรยีม 

(10 มล.) x (1.5 x 106 เซลล/์1 มล.) x (0.5 มล./5 x 106 เซลล)์ = 1.5 มล. 

11.2.4 ใชส้ตูรตอ่ไปนีใ้นการคํานวณปรมิาณของ DMSO และ FBS ทีจ่าํเป็นตอ้งใช ้ 
CPS = DMSO 1 สว่น+ FBS 9 สว่น 

ตวัอยา่ง: 
ปรมิาตรของ CPS ทีป่ร

ะมาณไว ้
ปรมิาตรของ DMSO = 
(.1)(ปรมิาตรของ CPS) 

ปรมิาตรของ HI-FBS = 
ปรมิาตรของ CPS – 
ปรมิาตรของ DMSO 

ปรมิาตรของ CPS 
ทัง้หมด = 

ปรมิาตรของ DMS
O + ปรมิาตรของ 

FBS 
9 มล. 0.9 มล. 8.1 มล. 9 มล. 

11.2.5 บนัทกึปรมิาตรของ CPS, DMSO และ FBS ตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร ดูรายละเอยีดใ
นบทที ่5 

12 การเทยีบมาตรฐาน 
12.1 ไม่กาํหนดใหม้กีารเทยีบมาตรฐานสาํหรบัขัน้ตอนการดําเนินการต่างๆ 

12.2 ปฏบิตัติามขัน้ตอนการเทยีบมาตรฐานของหอ้งปฏบิตักิารทีเ่กีย่วขอ้งหากใชเ้คร ือ่งนับเซลลอ์ตัโนมตั ิ
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13 การควบคุมคุณภาพ 
13.1 เซลลท์ีไ่ด ้

เซลลท์ีไ่ดค้อ่นขา้งสม่ําเสมอกนัภายในประชากรทีม่สีขุภาพด ีประชากรทารกโดยทั่วไปจะใหล้มิโฟไซตท์ีไ่ดส้งูกวา่ป
ระชากรผูใ้หญ่ ในทาํนองเดยีวกนั ผูป่้วยทีเ่ป็นโรคเอดสห์รอืโรคตดิเชือ้ HIV ขัน้ลกุลามอาจมจีาํนวนลมิโฟไซตน์อ้ย 
เป็นสิง่สาํคญัทีจ่ะตอ้งตระหนักถงึการเก็บทีค่าดไวส้าํหรบัประชากรของผูเ้ขา้รว่มโครงการซึง่มกีารดาํเนินการใหอ้ยู ่
เมือ่พจิารณาตามลกัษณะทีเ่ป็นเชน่นี ้เซลลท์ีไ่ดจ้งึสามารถทาํหนา้ทีเ่ป็นเคร ือ่งหมายการควบคุมคณุภาพภายในสาํ
หรบัการดําเนินการแต่ละคร ัง้ เซลลท์ีไ่ดท้ีอ่ยูน่อกชว่งทีค่าดไวอ้าจบ่งบอกถงึความผดิพลาดของขัน้ตอน การเสือ่มข
องสารทําปฏกิริยิา ความผดิพลาดในการนับเซลล ์หรอืความผดิพลาดในการคํานวณ ขอ้แนะนําทีใ่หไ้วด้า้นลา่งมุ่ง
หมายใหเ้ป็นแนวทางเพือ่ชว่ยระบุความผดิพลาดทางเทคนิคอยา่งรา้ยแรงกอ่นการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง คา่เหล่
านีอ้าจแตกต่างกนัไปโดยขึน้กบัสารตา้นการแข็งตวัของเลอืดทีใ่ช ้

13.1.1 เซลลท์ีไ่ดท้ีค่าดไวส้าํหรบัประชากรทีม่สีขุภาพด:ี 
 

ประชากร ชว่งเซลลท์ีไ่ดช้นิดนิวเคลยีสเดยีว (เซลล/์มล.) 
ผูใ้หญ ่ (0.8 to 3.2) x 106 

เด็ก—นอ้ยกวา่ 6 เดอืน (3 to 10) x 106 

เด็ก—6 เดอืนถงึ 2 ปี (2 to 9) x 106 

เด็ก—2 ถงึ 5 ปี (1 to 6) x 106 

เด็ก—มากกวา่ 5 ปี (0.8 to 4) x 106 

เด็ก—ไม่ทราบอาย ุ (1 to 10) x 106 

13.1.2 เซลลท์ีไ่ดท้ีไ่ม่ไดค้าดไว ้ 

หากเซลลท์ีไ่ดอ้ยูน่อกชว่งทีค่าดไว ้ตรวจสอบแผนการเจอืจาง การคาํนวณ เทคนิคในการดาํเนินการ (โด
ยเฉพาะอยา่งยิง่การผสมสารแขวนลอยสาํหรบัการนับเซลลอ์ยา่งเพยีงพอ) และประวตัขิอง PTID หากม ีเพื่
อหาสาเหตทุีเ่ป็นไปได ้เซลลท์ีไ่ดจ้ากผูป่้วยทีต่ดิเช ือ้ HIV อาจตํ่ากวา่ทีแ่สดงในตารางขา้งตน้ หากสงสยัวา่
มคีวามผดิพลาดในการเจอืจางเซลลห์รอืการนับเซลล ์ทาํการเจอืจางใหม่และนับใหม่อกีคร ัง้ 

13.1.3 บนัทกึผลทัง้หมดและปัญหาใดๆ ทีเ่กดิขึน้ในระหวา่งการดําเนินการและการปฏบิตัติามขอ้กาํหนดของเคร ื
อขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร ดรูายละเอยีดในบทที ่5 

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: บนัทกึปัญหาและการปฏบิตัใิดๆ ลงในตารางงานสาํหรบัการดําเนินการกบั PB
MC ของ HVTN และในสว่นของความคดิเห็นเกีย่วกบัเซลลท์ีไ่ดข้องโปรแกรม Atlas HVTN PBMC  

13.2 ความมชีวีติของเซลล ์ 

ความมชีวีติของเซลลข์อง PBMC ใหม่ค่อนขา้งสม่ําเสมอกนั เวลาในการดําเนินการทีน่าน เทคนิคทีไ่ม่ด ีและในบาง
คร ัง้สิง่สง่ตรวจของผูเ้ขา้รว่มโครงการทีจ่าํเพาะอนัหน่ึงอนัใดอาจสง่ผลเสยีตอ่ความมชีวีติ หากนับเซลลท์ีม่ชีวีติ คํา
นวณและบนัทกึ % เซลลท์ีม่ชีวีติตามขอ้กาํหนดของหอ้งปฏบิตักิาร  

13.2.1 ความมชีวีติของเซลล ์PBMC ทีแ่ยกใหม่ควร >95%  

13.2.2 หากความมชีวีติของ PBMC ใหม่ <95% ตรวจสอบผลรว่มกบัหวัหนา้งานและบนัทกึตามขอ้กาํหนดของเค
รอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร ดูรายละเอยีดในบทที ่5 

หมายเหต :ุ หากตวัอยา่งกาํลงัถกูเตรยีมสาํหรบัโปรแกรมการทดสอบประสทิธภิาพของการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่
ข็ง PBMC ของ IQA กาํหนดใหม้จีาํนวนของเซลลท์ีม่ชีวีติ 
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14 บทนําและแนวทางสาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC 
มหีลกัการและขัน้ตอนมาตรฐานทีม่อียูใ่นขัน้ตอนการดําเนินการกบั PBMC ทัง้หมด มคีวามแตกตา่งกนัในเร ือ่งของตวัเลอืกข
องเทคนิคในการแยก (CSTFB ซึง่มกีารเตมิสารไวล้ว่งหนา้เปรยีบเทยีบกบัการใสด่า้นบนดว้ยมอื) การดําเนินการกบัเลอืด (การ
เจอืจางโดยมหีรอืโดยไม่มกีารแทนทีพ่ลาสมาเปรยีบเทยีบกบัการเก็บพลาสมาโดยตรง) ความเขม้ขน้ของเซลลข์ัน้สดุทา้ย แล
ะการแชแ่ข็ง/การเก็บรกัษา เลอืกสว่นของขัน้ตอนทีเ่หมาะสมสาํหรบัการแยกเซลลแ์ละการดําเนินการกบัเลอืด และการแชแ่ข็
งและการเก็บรกัษาตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและโครงการวจิยั 
 

บททีเ่กีย่วกบัการดําเนินการกบั PBMC การใชส้ําหรบัเครอืข่ายเ
หล่านี้ 

การแยกเซลลแ์ละการดาํเนินการกบัเลอืด 
 

 

บทที ่15: การแยกเซลลแ์ละการเจอืจางเลอืดโดยมกีารแทนทีพ่ลาสมาดว้ยหลอดสาํหรบัการ
แยกเซลลท์ีม่ตีวัก ัน้แบบฟรติ (CSTFB) 
หรอื 

สามารถถกูนําไปใชส้าํหร ั
บเครอืขา่ยทัง้หมด ตรวจส
อบขอ้กาํหนดของโครงกา
รวจิยัและวสัดุทีม่ ี

บทที ่16: การแยกเซลลด์ว้ยการใสเ่ลอืดครบสว่นจอืจางดา้นบนตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดี
ยนตข์องความหนาแน่นหรอืการใสต่วักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นดา้น
ลา่งเลอืดครบสว่นเจอืจางดว้ยมอืและการเจอืจางเลอืดโดยมกีารแทนทีพ่ลาสมาดว้ยการแยก
เซลลด์ว้ยมอืโดยใชเ้กรเดยีนตข์องความหนาแน่น 

สามารถถกูนําไปใชส้าํหร ั
บเครอืขา่ยทัง้หมด ตรวจส
อบขอ้กาํหนดของโครงกา
รวจิยัและวสัดุทีม่ ี

การลา้ง  การนบั การแขวนลอยใหม ่ ความเขม้ขน้  และการแช แ่ข ง็ข า้มคนืท ีม่ อีตั
ราการแช แ่ข ง็ท ีถู่กควบคุม  
 

 
 

บทที ่17: เครอืขา่ยทัง้หมด 
การเก็บรกัษาท ีศู่นยว์จิยั  
 

 
 

บทที ่18.2: การเก็บรกัษาช ัว่คราวทีศู่นยว์จิยัทีอุ่ณหภูม ิ-70/-80°ซ  
หรอื 

ACTG และ HVTN 

บทที ่18.3: การเก็บรกัษาทีศู่นยว์จิยัในถงัไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) 
หรอืตูแ้ชแ่ข็งเชงิกล (Mechanical Freezer) ทีม่อีุณหภูม ิ-150°ซ 
 

IMPAACT, HPTN และ 
MTN 
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15 การแยกเซลลแ์ละการเจอืจางเลอืดดว้ยหลอดสาํหรบัการแยกเซลลท์ีม่ตีวัก ั้
นแบบฟรติ (CSTFB) โดยมกีารแทนทีพ่ลาสมา  

บทที ่15 สามารถถูกนําไปใชสํ้าหรบัเครอืข่ายทัง้หมด ตรวจสอบขอ้กําหนดของโครงการวจิยัแล
ะวสัดทุีม่ ีสําหรบัตวัอย่างทีใ่หม้าใดๆ ใหใ้ชบ้ทที ่
15 หรอืบทที ่16 บทใดบทหน่ึง แตไ่ม่ใชท่ ัง้สองบท 

15.1 การแยกลมิโฟไซตจ์ากเลอืดโดยใชห้ลอดสาํหรบัการแยก CSTFB ซึง่มกีารเตมิสารไวล้ว่งหนา้ 

15.1.1 ทําการปิเปตและการผสมทัง้หมดในตูเ้พือ่ความปลอดภยัทางชวีภาพ (biological safety cabinet, BSC) ร
ะดบัที ่2 หรอืสงูกวา่น้ัน  

15.1.2 สเปรยพ์ืน้ผวิ ช ัน้วาง และหลอดสารทําปฏกิริยิาทัง้หมดดว้ยเอทานอล 70% โดยปรมิาตร/ปรมิาตร หรอืสา
รฆ่าเชือ้โรคทีเ่ทยีบเท่ากนักอ่นการเขา้และการใช ้BSC  

15.1.3 นอกจากจะมกีารหมายเหตไุวเ้ป็นอยา่งอืน่ ขัน้ตอนจะถกูดําเนินการทีอุ่ณหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°ซ)  

15.1.4 ใชปิ้เปตใหม่สาํหรบัหมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้รว่มโครงการ (participant identification number, PTID) 
แต่ละหมายเลข และสารเตมิแต่ง 

15.2 เตรยีมตวัอยา่งเลอืดครบสว่น สารทําปฏกิริยิา และวสัดภุณัฑ ์

15.2.1 เตรยีมและทําให ้CPS เย็น (ดูบทที ่11 การเตรยีมสารทาํปฏกิริยิา) กอ่นทีจ่ะดําเนินการหรอืกอ่นทีจ่ะผสมกั
บ PBMC โดยใหม้รีะยะเวลากอ่นการผสมทีม่ากเพยีงพอ  

15.2.2 ดูแลใหแ้น่ใจวา่หลอดอยูท่ีอุ่ณหภูมหิอ้งกอ่นการดําเนินการ 

15.2.3 กอ่นการเตมิเลอืด ตรวจสอบ CSTFB ดว้ยสายตาวา่มขีองเหลวอยูเ่หนือฟรติหรอืไม่ หากมขีองเหลวอยูเ่หนื
อฟรติ ป่ันแยก CSTFB ที ่
1000 x g เป็นเวลา 30 วนิาท ีหากยงัมสีารละลายทีม่เีกรเดยีนตข์องความหนาแน่นใดๆ อยูเ่หนือฟรติหลงัจ
ากการป่ันแยก ควรดูดออก 

15.2.4 ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลอืดทีไ่ดร้บัทุกหลอดอยา่งรอบคอบ จดัหลอดปฐมภูมใินลกัษณะทีไ่ม่ใหม้โีอกา
สผสมกนัของหลอดระหวา่ง PTID หรอืระหวา่งสารตา้นการแข็งตวัของเลอืดภายในชดุ PTID ชดุหน่ึง  

ขอ้เสนอแนะ: วางหลอดทัง้หมดสาํหรบั PTID/สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดแต่ละหมายเลขหรอืแต่ละสารใ
นช ัน้วางเดยีว สามารถใชช้ ัน้วางทีแ่ตกตา่งกนัในการแยก PTID หรอืชนิดของหลอด และสามารถใชส้ขีอง
ปากกาทําเคร ือ่งหมายทีแ่ตกตา่งกนัสาํหรบั PTID แต่ละหมายเลขเพือ่หลกีเลีย่งความสบัสน 

15.2.5 หาและบนัทกึการวดัทีถ่กูตอ้งของปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ดภ้ายใน 0.5 มล ปรมิาตรของเลอืดคร
บสว่นทีใ่ชไ้ดไ้ม่จาํเป็นตอ้งเท่ากบัขนาดของหลอด 

15.3 การแทนทีพ่ลาสมา 

ดําเนินขัน้ตอนการแทนทีพ่ลาสมานี ้เฉพาะเมือ่กาํหนดใหม้พีลาสมาในรปูสว่นลงตวั ตามคําแนะนําของโครงการวจิ ั
ยเท่าน้ัน หากไม่กาํหนดใหม้พีลาสมาในรปูสว่นลงตวั ขา้มขัน้ตอนนีแ้ละไปทีข่ ัน้ตอน 15.4 

15.3.1 หลอดเก็บเลอืดจาก PTID เดยีวกนั และสารตา้นการแข็งตวัของเลอืดเดยีวกนัอาจถกูดําเนินการแยกกนัห
รอืใสร่วมกนัในหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล. ก็ได ้

15.3.2 ทําเคร ือ่งหมายปรมิาตรของเลอืดครบสว่นตรงกบัพืน้ผวิดา้นบนสดุของเลอืด 

15.3.3 ป่ันแยกเลอืดครบสว่นที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาท ี

15.3.4 ถา่ยพลาสมาไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 15 หรอื 50 มล. ทีต่ดิฉลากไวส้าํหรบักา
รป่ันแยกคร ัง้ทีส่องเพือ่เอาเศษชิน้สว่นเซลลใ์ดๆ ออกไป 
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15.3.5 เตมิ WDR ในปรมิาณทีเ่พยีงพอ (ดูสว่นที ่10.2) เพือ่ทําใหเ้ลอืดกลบัคนืมามปีรมิาตรของเลอืดครบสว่นเดิ
ม ผสมเบาๆ และดาํเนินการกบั PBMC ตอ่ไปทีข่ ัน้ตอน 15.4 

15.3.6 ดําเนินการกบัพลาสมาใหเ้สรจ็สิน้ดว้ยการป่ันแยกพลาสมาทีเ่ก็บมาที ่800 ถงึ 1200 x g เป็นเวลา 10 นา
ทเีพือ่ใหไ้ด ้PL2 ในรปูสว่นลงตวั หรอืตามคําแนะนําทีจ่าํเพาะตอ่โครงการวจิยัเพือ่ใหไ้ดอ้นุพนัธท์ีก่าํหนด
สาํหรบัโครงการวจิยั ขัน้ตอนนีอ้าจถกูดําเนินการไดใ้นภายหลงัเมือ่ไม่ไดใ้ชเ้คร ือ่งป่ันแยกสาํหรบัการดําเ
นินการกบั PBMC  

15.3.7 แบ่งสว่นพลาสมาทีป่ั่นแลว้ลงในหลอดสาํหรบัสว่นทีม่ปีรมิาณลงตวัทีต่ดิฉลากไวต้ามทีร่ะบุไวโ้ดยโครงกา
รวจิยัและทิง้เศษชิน้สว่นเซลลใ์ดๆ ในหลอดพลาสมาทีป่ั่นแลว้ 

15.4 การเจอืจางเลอืดสาํหรบัการแยกดว้ย CSTFB 

หมายเหต :ุ อตัราสว่นสงูสดุของเลอืดตอ่ WDR ควรเท่ากบัประมาณ 2:1 ใชห้ลอดขนาด 50 มล. หน่ึงหลอดสาํหรบัเ
ลอืดครบสว่น 10 ถงึ 20 มล. แตล่ะชดุ (หรอืหลอดขนาด 12 ถงึ 14 มล. หน่ึงหลอดสาํหรบัเลอืดครบสว่น 4 ถงึ 5 มล. 
แต่ละชดุ) ใช ้CSTFB มากเท่าทีจ่าํเป็นเพือ่แจกจา่ยเลอืดทัง้หมดสาํหรบั PTID แต่ละหมายเลข  

หมายเหต :ุ ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นเป็นพษิต่อเซลล ์ดงัน้ันใหด้ําเนินการอยา่งรวดเรว็
และมปีระสทิธภิาพในขัน้ตอนการแยก 

15.4.1 ทําฉลาก PTID ใส ่CSTFB แต่ละหลอด  

15.4.2 หากหลอดๆ หน่ึงมกีารจบัตวัเป็นลิม่ ดูสว่นที ่6.5 (สิง่สง่ตรวจทีย่อมรบัไม่ได)้  

15.4.3 เตมิ WDR ลงใน CSTFB แต่ละหลอดโดยใชปิ้เปตทีป่ราศจากเชือ้: 
ขนาดของ CSTFB (มล.) ปรมิาตรโดยประมาณของ WDR (มล.) 

50 5 
15 2 

15.4.4 ผสมเลอืดครบสว่นเบาๆ จากน้ันใชปิ้เปตทีป่ราศจากเชือ้เพือ่ถา่ยเลอืดลงใน CSTFB ทีต่ดิฉลากไว ้ 
ขนาดของ CSTFB (มล.) ปรมิาตรโดยประมาณของ WDR (มล.) 

50 12 ถงึ 22 
15 4 ถงึ 5 

15.4.5 *หมายเหต :ุ ปรมิาตรของเลอืดทีต่ํ่ากวา่นี ้โดยเฉพาะอยา่งยิง่เมือ่มฮีมีาโตครติตํ่า อาจทาํใหบ้ฟัฟีโคต้ (b
uffy coat) ตกลงไปอยูใ่กล ้ๆ  กบั/อยูบ่นฟรติทําใหเ้ก็บเซลลไ์ดย้าก ปรมิาตรของเลอืดทีส่งูกวา่นีอ้าจนําไป
สูก่ารมสีว่นประกอบทีไ่ม่สาํคญั/เศษชิน้สว่นในสิง่สง่ตรวจมากขึน้ ดูปรมิาตรของการเจาะเลอืดทีต่ํ่ากวา่นีไ้
ดใ้นแนวทางทีจ่าํเพาะตอ่โครงการวจิยั 

15.4.6 ลา้งหลอดของเลอืดทีใ่สส่ารตา้นการแข็งตวัของเลอืดเดมิแต่ละหลอดดว้ย WDR โดยใชปิ้เปตทีป่ราศจากเ
ชือ้ เตมิปรมิาตรทีล่า้งลงใน 
CSTFB โดยดูแลใหแ้น่ใจวา่ไม่เกนิขดีจาํกดัของปรมิาตรของหลอดทัง้หมด (WDR+เลอืดครบสว่น)  
ขนาดของ CSTFB (มล.

) 
ขดีจํากดัของปรมิาตรของหลอดทัง้หมด (มล.) (เลอืดครบส่วน +WD

R) 
50 30 
15 7.5 

15.4.7 ปิดฝา CSTFB อยา่งระมดัระวงั 

15.5 การป่ันแยกตามความหนาแน่นสาํหรบั CSTFB และการเก็บ 

15.5.1 จบัหลอดในลกัษณะตัง้ขึน้และคอ่ยๆ ขนยา้ยหลอดไปยงัเคร ือ่งป่ันแยก ดูบทที ่20 การคํานวณ เพือ่เปลีย่น 
g ไปเป็น rpm สาํหรบัความยาวโรเตอรข์องท่าน 

15.5.2 ป่ันแยกที ่800 ถงึ 1000 x g เป็นเวลา 15 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ โดยปิดเบรก  
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หมายเหต :ุ การแยก PBMC อาจถกูปรบัปรงุใหด้ขีึน้สาํหรบัสิง่สง่ตรวจบางอยา่งไดด้ว้ยการป่ันแยกที ่100
0 x g  

หมายเหต :ุ หากเปิดเบรกไว ้จะทําใหช้ ัน้แตก  

15.5.3 เตรยีมหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีป่ราศจากเชือ้ใหม่ในจาํนวนเท่ากบั CSTFB ทีใ่ชใ้นขัน้ตอ
นการป่ันแยก 

ขนาดของ CSTFB (มล.) ขนาดของหลอดสําหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รูปกรวย (มล.) 
50 50 
15 15 

15.5.4 ทําฉลาก PTID ใส ่CSTFB แต่ละหลอด ใชห้ลอดใหม่เหลา่นีส้าํหรบัการลา้งตอ่ไปนี ้

15.5.5 คอ่ยๆ นํา CSTFB ออกจากเคร ือ่งป่ันแยกเพือ่ไม่ใหม้กีารรบกวนช ัน้ต่างๆ  

15.5.6 การป่ันแยกทําใหส้ิง่ทีอ่ยูใ่นหลอดแบ่งตวัเป็นช ัน้ทีแ่ตกตา่งกนัหกช ัน้ ซึง่รวมถงึฟรติดว้ย จากดา้นบนของ
หลอด ช ัน้เหลา่นีไ้ดแ้ก:่ 

• พลาสมา + WDR 
• ช ัน้ PBMC 
• ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดี

ยนตข์องความหนาแน่น 
(density gradient media) 

• ฟรติ 
• ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดี

ยนตข์องความหนาแน่น 
(density gradient media) 

• เซลลเ์ม็ดเลอืดแดง (red 
blood cells, RBC) 
ทีอ่ดัแน่นและแกรนูโลไซต ์

 

15.5.7 ตรวจสอบหลอดเพือ่ดูวา่มปัีญหาทีอ่าจเกดิขึน้ไดต้อ่ไปนีห้รอืไม่ บนัทกึการสงัเกตและการปฏบิตัเิพือ่การติ
ดตามผลใดๆ ทีไ่ดด้ําเนินการตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร 

• การแตกของเม็ดเลอืดแดงในช ัน้พลาสมา + WDR 
• ลิม่เลอืดทีม่องเห็นไดบ้นฟรติหลงัจากการป่ันแยก  
• ช ัน้ PBMC ทีไ่ม่ดอีนัเน่ืองมาจากความผดิพลาดในการป่ันแยก เชน่ ความเรว็ เวลา หรอืการเบรก ช ัน้ PBM

C จะปรากฏเป็นช ัน้เล็กๆ และไม่ชดัเจนในขณะทีช่ ัน้พลาสมา + WDR อาจขุน่เล็กนอ้ย ดูการแกปั้ญหาในภ
าคผนวก ค 

• ช ัน้ PBMC ทีเ่กดิขึน้บนฟรติอนัเน่ืองมาจากจาํนวน RBC หรอืปรมิาตรของฮมีาโตครติทีต่ํ่า  

15.5.8 นําเอาสว่นของพลาสมา-
WDR ทีอ่ยูด่า้นบนและมสีคี่อนขา้งเหลอืงออกจนถงึภายในประมาณ 1 ถงึ 2 ซม. ของแถบ PBMC 
สขีาวขุน่ ซึง่อยูต่รงรอยตอ่ระหวา่งสว่นของพลาสมา-
WDR (สคีอ่นขา้งเหลอืง) และสารละลายของตวักลางสาํหรบัการแยกทีใ่ส 
โดยใชปิ้เปตทีป่ราศจากเชือ้อนัใหม่ (ปิเปตทางซรีมัวทิยาหรอืปิเปตสาํหรบัถา่ยสาร) สาํหรบั PTID แต่ละหมายเล
ข ทิง้สว่นของพลาสมา-WDR ตามนโยบายของหอ้งปฏบิตักิาร 

หมายเหต :ุ ในอกีทางเลอืกหน่ึง อาจปลอ่ยสว่นของพลาสมา-
WDR ดา้นบนไวอ้ยา่งน้ัน และอาจนําเอาแถบ PMBC 
สขีาวขุน่ออกโดยการสอดปิเปตอยา่งระมดัระวงัผ่านช ัน้ดา้นบนไปยงัแถบ PBMC 

15.5.9 เก็บเซลลท์ัง้หมดตรงรอยต่อสขีาวขุน่ทีอ่ยูเ่หนือฟรติ โดยใชปิ้เปตทางซรีมัวทิยาหรอืปิเปตสาํหรบัถา่ยสาร
ทีป่ราศจากเชือ้ ระวงัไม่ใหด้ดูสารละลายของตวักลางสาํหรบัการแยกออกมามากเกนิกวา่ทีจ่าํเป็น 

เลือด 

ฟรติ 

Ficoll 

ปั่นแยก 

15 นาท ี
1000 x g 

ช ัน้ 
PBMC Ficoll 

ฟรติ 

พลาสมา 

RBC 

Ficoll 

เลือด 

ฟรติ 

ตวักลางสาํหร ั
บการทาํเกรเ
ดียนตข์องคว
ามหนาแน่น 

(density 
gradient 

di  G ) 

ปั่นแยก 

15 นาที 
800 ถงึ 1000 x g 

ชัน้ 
PBMC DGM 

ฟรติ 

พลาสมา + 
WDR 

RBC 

DGM 
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15.5.10 ถา่ยเซลลท์ีเ่ก็บมาจาก CSTFB หลอดหน่ึงไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีป่ราศจากเชือ้ทีต่ิ
ดฉลากไวล้ว่งหนา้ซึง่เขา้คู่กนัหน่ึงหลอด สามารถเตมิ WDR ลงในหลอดไวล้ว่งหนา้เพือ่ประหยดัเวลา 
ขนาดของ CSTF

B (มล.) 
ขนาดของหลอดสําหรบัการป่ันแยกทีม่กี ้

นรูปกรวย (มล.) 
ปรมิาตรทีเ่ตมิไวล่้วงหน้าของ

 WDR (มล.) 
50 50 25 
15 15 5 

15.5.11 ปิดฝา CSTFB ทีม่เีซลลเ์ม็ดเลอืดแดงและตวักลางสาํหรบัการแยกทีเ่หลอือกีคร ัง้ ทิง้ CSTFB โดยถอืเป็นของ
เสยีทีม่อีนัตรายทางชวีภาพโดยปฏบิตัติามนโยบายของหอ้งปฏบิตักิาร 

15.6 ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่มกีารบนัทกึขอ้มูลทีเ่หมาะสมทัง้หมดตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร ดูรายละเ
อยีดในบทที ่5 

 
ขา้มบทที ่16 และไปทีบ่ทที ่17  
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16 การแยกเซลลด์ว้ยการใสเ่ลอืดครบสว่นเจอืจางดา้นบนตวักลางสาํหรบัการทําเ
กรเดยีนตข์องความหนาแน่นหรอืการใสต่วักลางสาํหรบัการทาํเกรเดยีนตข์อ
งความหนาแน่นดา้นล่างเลอืดครบสว่นเจอืจางดว้ยมอืและการเจอืจางเลอืดดว้
ยการแยกเซลลด์ว้ยมอืโดยใชเ้กรเดยีนตข์องความหนาแน่นโดยมกีารแทนที่
พลาสมา  

บทที ่16 สามารถถูกนําไปใชสํ้าหรบัเครอืข่ายทัง้หมด ตรวจสอบขอ้กําหนดของโครงการวจิยัแล
ะวสัดทุีม่ ีสําหรบัตวัอย่างทีใ่หม้าใดๆ ใหใ้ชบ้ทที ่15 หรอืบทที ่16 บทใดบทหน่ึง แตไ่ม่ใชท่ ัง้สองบ
ท 

16.1 การแยกลมิโฟไซตจ์ากเลอืดโดยใชว้ธิกีารใสด่า้นบนตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นดว้ยมอื 

16.1.1 ทําการปิเปตและการผสมทัง้หมดในตูเ้พือ่ความปลอดภยัทางชวีภาพ (biological safety cabinet, BSC) ร
ะดบัที ่2 หรอืสงูกวา่น้ัน  

16.1.2 สเปรยพ์ืน้ผวิ ช ัน้วาง และหลอดสารทําปฏกิริยิาทัง้หมดดว้ยเอทานอล 70% โดยปรมิาตร/ปรมิาตร กอ่นกา
รเขา้และการใช ้BSC  

16.1.3 นอกจากจะมกีารหมายเหตไุวเ้ป็นอยา่งอืน่ ขัน้ตอนจะถกูดําเนินการทีอุ่ณหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°ซ)  

16.1.4 ใชปิ้เปตใหม่สาํหรบัหมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้รว่มโครงการ (participant identification number, PTID) 
แต่ละหมายเลข และสารเตมิแต่ง 

16.2 เตรยีมตวัอยา่งเลอืดครบสว่น สารทําปฏกิริยิา และวสัดภุณัฑ ์ 

16.2.1 เตรยีมและทําให ้CPS เย็น (ดูบทที ่11 การเตรยีมสารทาํปฏกิริยิา) กอ่นทีจ่ะดําเนินการหรอืกอ่นทีจ่ะผสมกั
บ PBMC โดยใหม้รีะยะเวลากอ่นการผสมทีม่ากเพยีงพอ  

16.2.2 หากหลอดของสิง่สง่ตรวจเย็นเมือ่สมัผสั (เน่ืองจากสภาวะโดยรอบเย็น เชน่ การขนสง่ในเดอืนทีอ่ากาศเย็
นกวา่เดอืนอืน่ๆ) ปลอ่ยใหห้ลอดกลบัสูอุ่ณหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°ซ) กอ่นการดําเนินการ 

16.2.3 ปลอ่ยใหต้วักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นกลบัสูท่ีอุ่ณหภูมหิอ้ง (15 ถงึ 30°ซ) ดูขอ้มูล
เพิม่เตมิในบทที ่10 สารทําปฏกิริยิา 

16.2.4 ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลอืดทีไ่ดร้บัทุกหลอดอยา่งรอบคอบ จดัหลอดปฐมภูมใินลกัษณะทีไ่ม่ใหม้โีอกา
สผสมกนัของหลอดระหวา่ง PTID หรอืระหวา่งสารตา้นการแข็งตวัของเลอืดภายในชดุ PTID ชดุหน่ึง  

ขอ้เสนอแนะ: วางหลอดทัง้หมดสาํหรบั PTID/สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดแต่ละหมายเลขหรอืแต่ละสารใ
นช ัน้วางเดยีว สามารถใชช้ ัน้วางทีแ่ตกตา่งกนัในการแยก PTID หรอืชนิดของหลอด และสามารถใชส้ขีอง
ปากกาทําเคร ือ่งหมายทีแ่ตกตา่งกนัสาํหรบั PTID แต่ละหมายเลขเพือ่หลกีเลีย่งความสบัสน 

16.2.5 หาและบนัทกึการวดัทีถ่กูตอ้งของปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ดภ้ายใน 0.5 มล ปรมิาตรของเลอืดคร
บสว่นทีใ่ชไ้ดไ้ม่จาํเป็นตอ้งเท่ากบัขนาดของหลอด 

16.3 การแทนทีพ่ลาสมา 

ดําเนินขัน้ตอนการแทนทีพ่ลาสมานีเ้ฉพาะเมือ่กาํหนดใหม้พีลาสมาในรปูสว่นลงตวัตามคําแนะนําของโครงการวจิยั
เท่าน้ัน หากไม่กาํหนดใหม้พีลาสมาในรปูสว่นลงตวั ขา้มขัน้ตอนนีแ้ละไปทีข่ ัน้ตอน 16.4 

16.3.1 หลอดเก็บเลอืดอาจถกูดําเนินการแยกกนัตามคําแนะนําทีร่ะบุไวด้า้นลา่ง หรอือาจใชเ้ทคนิคการรวมบฟัฟี
โคต้ทีแ่สดงไวใ้นภาคผนวก ง 

16.3.2 ทําเคร ือ่งหมายปรมิาตรของเลอืดครบสว่นในแต่ละหลอดทีพ่ืน้ผวิดา้นบนสดุของเลอืด 

16.3.3 ป่ันแยกเลอืดครบสว่นที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาท ี
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16.3.4 ถา่ยพลาสมาไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 15 หรอื 50 มล. สาํหรบัการป่ันแยกคร ัง้
ทีส่องเพือ่เอาเศษชิน้สว่นเซลลใ์ดๆ ออกไป 

16.3.5 เตมิ WDR ในปรมิาณทีเ่พยีงพอ (ดูสว่นที ่10.2) เพือ่ทําใหเ้ลอืดกลบัคนืมามปีรมิาตรของเลอืดครบสว่นเดิ
ม ผสมเบาๆ และดาํเนินการกบั PBMC ตอ่ไปทีข่ ัน้ตอน 16.4 

16.3.6 ดําเนินการกบัพลาสมาใหเ้สรจ็สิน้ดว้ยการป่ันแยกพลาสมาทีเ่ก็บมาที ่800 ถงึ 1200 x g เป็นเวลา 10 นา
ทเีพือ่ใหไ้ด ้PL2 ในรปูสว่นลงตวั หรอืตามคําแนะนําทีจ่าํเพาะตอ่โครงการวจิยัเพือ่ใหไ้ดอ้นุพนัธท์ีก่าํหนด
สาํหรบัโครงการวจิยั ขัน้ตอนนีอ้าจถกูดําเนินการไดใ้นภายหลงัเมือ่ไม่ไดใ้ชเ้คร ือ่งป่ันแยกสาํหรบัการดําเ
นินการกบั PBMC  

16.3.7 แบ่งสว่นพลาสมาทีป่ั่นแลว้ลงในหลอดสาํหรบัสว่นทีม่ปีรมิาณลงตวัทีต่ดิฉลากไวต้ามทีร่ะบุไวโ้ดยโครงกา
รวจิยัและทิง้เศษชิน้สว่นเซลลใ์ดๆ ในหลอดพลาสมาทีป่ั่นแลว้ 

16.4 การเจอืจางเลอืดและการแยกเซลลด์ว้ยมอืโดยใชเ้กรเดยีนตข์องความหนาแน่น 

16.4.1 เปิดฝาหลอดของเลอืดทีใ่สส่ารตา้นการแข็งตวัของเลอืด 

16.4.2 หากหลอดมเีลอืดทีจ่บัตวัเป็นลิม่เป็นจาํนวนมาก ดูสว่นที ่6.5 (สิง่สง่ตรวจรอง)  

16.4.3 หมายเหต :ุ สาํหรบัการเก็บเลอืดในปรมิาตรทีม่ากขึน้ อนุญาตใหม้กีารรวมบฟัฟีโคต้ไดต้ามแนวทางในภ
าคผนวก ง: การรวมช ัน้บฟัฟีโคต้สาํหรบัการแยก PBMC ดว้ยตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความ
หนาแน่น ในการรวมบฟัฟีโคต้ แทนทีข่ ัน้ตอน 16.4.4 และ 16.4.5 ดว้ยคําแนะนําในภาคผนวก ง 

16.4.4 ทําฉลาก PTID ใส ่หลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยแต่ละหลอด  
ขนาดของหลอดสําหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รูปกรวย (ม

ล.) 
ปรมิาตรของเลอืดโดยประมาณ (มล.

)* 
50 12 ถงึ 22 
15 4 ถงึ 5 

16.4.5 ถา่ยเลอืดไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 15 หรอื 50 มล. ทีต่ดิฉลากไวซ้ ึง่ปราศจากเ
ชือ้ และเตมิ WDR ในปรมิาตรทีเ่พยีงพอเพือ่เจอืจางเลอืดตามเอกสารกาํกบัตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยี
นตข์องความหนาแน่น (อตัราสว่นสงูสดุของเลอืดตอ่สารทําเจอืจางควรเป็น 2:1) 

อาจเลอืกทําได:้ การเตมิ WDR และการผสมสามารถดําเนินการไดใ้นหลอดเลอืดเดมิหากมปีรมิาตรเพยีง
พอ 

16.4.6 สาํหรบัการแยกเซลลโ์ดยใชเ้กรเดยีนตข์องความหนาแน่น: 

สาํหรบัตวัอยา่งทีใ่หม้าใดๆ ใหใ้ชว้ธิกีารใสด่า้นบน (16.4.6.1) หรอืวธิกีารใสด่า้นลา่ง (16.4.6.2) วธิกีารใ
ดวธิกีารหน่ึง แต่ไม่ใชท่ัง้สองวธิกีาร 

16.4.6.1 วธิกีารใสด่า้นบน:  

เตรยีมหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีป่ราศจากเชือ้ทีต่ดิฉลากไวส้าํหรบัแต่ละหลอด
ทีม่เีลอืดทีถ่กูเจอืจางแลว้ 

เตมิตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นในปรมิาตรทีเ่หมาะสมลงในหลอดสาํห
รบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีป่ราศจากเชือ้เปลา่ๆ โดยใชเ้ทคนิคทีป่ราศจากเชือ้ ปรมิาตรขอ
งตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นจะขึน้กบัอตัราสว่นของตวักลางสาํหรบัก
ารทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นตอ่เลอืดทีถ่กูเจอืจางแลว้ซ ึง่แนะนําโดยบรษิทัผูผ้ลติ  

ใสเ่ลอืดทีถ่กูเจอืจางแลว้ลงไปบนตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นดว้ยปิเป
ตอยา่งระมดัระวงัและอยา่งชา้ๆ  
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ขอ้เสนอแนะ: คอ่ยๆ ปลอ่ยใหส้ารผสมของเลอืดทีถ่กูเจอืจางแลว้ดว้ย WDR ไหลลงไปตาม
ดา้นขา้งของหลอดและไปกองรวมอยบูนพืน้ผวิของตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องคว
ามหนาแน่นโดยไม่ทําใหร้ะนาบของพืน้ผวิแตก 

16.4.6.2 วธิกีารใสด่า้นลา่ง:  

ผสมเบาๆ และอยา่งทั่วถงึเพือ่ลดการจบักนัเป็นกลุม่ของเซลลใ์นระหวา่งการแยก 

อาจเลอืกทาํได :้ เตมิ WDR ในปรมิาตรทีเ่ทา่กบัปรมิาตรของเลอืดทัง้หมดลงไปในเลอืดคร
บสว่นหรอืเลอืดกบั WDR 

กาํหนดปรมิาตรของตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นทีจ่าํเป็นสาํหรบัแ
ต่ละหลอดตามปรมิาตรของเลอืดทีถ่กูเจอืจางแลว้ดว้ย WDR ปรมิาตรของตวักลางสาํหรบัก
ารทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นจะขึน้กบัอตัราสว่นของตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีน
ตข์องความหนาแน่นตอ่เลอืดทีถ่กูเจอืจางแลว้ซ ึง่แนะนําโดยบรษิทัผูผ้ลติ  

ใสส่ารละลายของตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นลงไปขา้งใตเ้ลอืดกบั
 WDR ดว้ยปิเปตอยา่งระมดัระวงัและอยา่งชา้ๆ  

16.4.6.3 ปิดฝาหลอดอยา่งระมดัระวงั 

16.5 การป่ันแยกตามความหนาแน่นสาํหรบัลมิโฟไซตแ์ละการเก็บ 

16.5.1 จบัหลอดในลกัษณะตัง้ขึน้และคอ่ยๆ ขนยา้ยหลอดไปยงัเคร ือ่งป่ันแยก 

16.5.2 ป่ันแยกที ่400 x g เป็นเวลา 30 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ โดยปิดเบรก ดงัทีแ่สดงไวใ้นเอกสารกาํกบัทีม่
าพรอ้มกบัตวักลางสาํหรบัการทาํเกรเดยีนต ์ 

หมายเหต :ุ หากเปิดเบรกไว ้จะทําใหช้ ัน้แตก จะตอ้งปิดเบรกของเคร ือ่งป่ันแยกเพือ่ใหก้ารแยกสะอาด และ
เพือ่ใหไ้ด ้PBMC ในปรมิาณทีม่ากทีส่ดุ ดูบทที ่20 การคํานวณ เพือ่เปลีย่น g ไปเป็น rpm สาํหรบัความยา
วโรเตอรข์องท่าน 

16.5.3 เตรยีมหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีป่ราศจากเชือ้ใหม่ในจาํนวนและขนาดเท่ากบัหลอดสาํหร ั
บการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีใ่ชใ้นขัน้ตอนการป่ันแยก 

16.5.4 ตดิฉลากแต่ละหลอดดว้ย PTID/สารตา้นการแข็งตวัของเลอืด ใชห้ลอดใหม่เหลา่นีส้าํหรบัการลา้งต่อไปนี ้

16.5.5 เอาหลอดออกจากเคร ือ่งป่ันแยก  

16.5.6 หากไม่สามารถมองเห็นช ัน้เซลลไ์ด ้ตรวจสอบยนืยนัวา่เคร ือ่งป่ันแยกทํางานไดอ้ยา่งเหมาะสม แกไ้ขปัญห
าใดๆ ทีท่่านพบ ทาํการป่ันแยกหลอดอกีคร ัง้ บนัทกึปัญหาและการปฏบิตัทิีไ่ดด้ําเนินการตามขอ้กาํหนดข
องเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร  

หมายเหต :ุ หากยงัไม่สามารถมองเห็นช ัน้เซลลไ์ดห้ลงัจากการป่ันแยกอกีคร ัง้ บนัทกึ เอาสว่นเหนือตะกอ
นทีเ่ป็น WDR ออกและนําไปทิง้ และดําเนินการตอ่  

หมายเหต :ุ หากพลาสมาขุน่มาก อาจเป็นการยากทีจ่ะมองเห็นรอยต่อกบัตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยี
นตข์องความหนาแน่น เป็นไปไดท้ีจ่ะปรบัปรงุการเก็บลมิโฟไซตใ์หด้ขีึน้ดว้ยการเอาพลาสมาสว่นใหญ่ทีอ่
ยูเ่หนือรอยตอ่ออกดว้ยปิเปตขนาด 10 มล. โดยใหเ้หลอืไวเ้พยีง 0.5 ซม. การทําเชน่นีท้ําใหส้ามารถวาง
ตําแหน่งของปลายปิเปตในการเก็บเซลลไ์ดด้ขีึน้ 

16.5.7 ตรวจสอบหลอดเพือ่ดูวา่มกีารแตกของเม็ดเลอืดแดงหรอืมลีิม่เลอืดขนาดเล็กทีม่องเห็นไดท้ีร่อยต่อของเซ
ลลซ์ ึง่ไม่ไดถ้กูสงัเกตพบมากอ่นหรอืไม่ และบนัทกึสิง่ดงักลา่วไว ้ 

หมายเหต :ุ มองหาการแตกของเม็ดเลอืดแดงหรอืลิม่เลอืดหลงัจากการป่ันแยก ประเมนิระดบัของการแต
กของเม็ดเลอืดแดงจาก +1 จนถงึ +4 ตามคําอธบิายทีใ่หไ้วใ้นอภธิานศพัท ์บนัทกึการสงัเกตของท่าน  
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16.5.8 นําเอาสว่นของพลาสมา-
WDR ทีอ่ยูด่า้นบนและมสีคี่อนขา้งเหลอืงออกจนถงึภายในประมาณ 1 ถงึ 2 ซม. ของแถบ PBMC สขีาวขุ่
น ซึง่อยูต่รงรอยตอ่ระหวา่งสว่นของพลาสมา-
WDR (สคีอ่นขา้งเหลอืง) และสารละลายของตวักลางสาํหรบัการแยกทีใ่ส โดยใชปิ้เปตทีป่ราศจากเชือ้อนัใ
หม่ (ปิเปตทางซรีมัวทิยาหรอืปิเปตสาํหรบัถา่ยสาร) สาํหรบั PTID แต่ละหมายเลข ทิง้สว่นของพลาสมา-
WDR ตามนโยบายของหอ้งปฏบิตักิาร 

หมายเหต :ุ ในอกีทางเลอืกหน่ึง อาจปลอ่ยสว่นของพลาสมา-
WDR ดา้นบนไวอ้ยา่งน้ัน และอาจนําเอาแถบ PMBC 
สขีาวขุน่ออกโดยการสอดปิเปตอยา่งระมดัระวงัผ่านช ัน้ดา้นบนไปยงัแถบ PBMC 

16.5.9 เก็บเซลลท์ัง้หมดตรงรอยต่อสขีาวขุน่โดยใชปิ้เปตทางซรีมัวทิยาหรอืปิเปตสาํหรบัถา่ยสารทีป่ราศจากเชือ้ 
ระวงัไม่ใหดู้ดสารละลายของตวักลางสาํหรบัการแยกออกมามากเกนิกวา่ทีจ่าํเป็น 

16.5.10 ถา่ยเซลลท์ีเ่ก็บมาจากหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยหลอดหน่ึงไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกที่
มกีน้รปูกรวยทีป่ราศจากเชือ้ทีต่ดิฉลากไวล้ว่งหนา้ซึง่เขา้คู่กนัหน่ึงหลอด สามารถเตมิ WDR ลงในหลอดไ
วล้ว่งหนา้เพือ่ประหยดัเวลา 
ขนาดของหลอดสําหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รูปกรวย (

มล.) 
ปรมิาตรทีเ่ตมิไวล่้วงหน้าของ WDR (

มล.) 
50 25 
15 5 

16.5.11 ปิดฝาหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีม่เีซลลเ์ม็ดเลอืดแดง/ตวักลางสาํหรบัการแยกทีเ่หลอือกีค
ร ัง้ และทิง้หลอดโดยถอืเป็นของเสยีทีม่อีนัตรายทางชวีภาพโดยปฏบิตัติามนโยบายของหอ้งปฏบิตักิาร 

16.6 ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่มกีารบนัทกึขอ้มูลทีเ่หมาะสมทัง้หมดตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร ดูรายละเ
อยีดในบทที ่5 

 
ไปทีบ่ทที ่17 
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17 การลา้ง การนบั การแขวนลอยใหม ่ความเขม้ขน้ และการแชแ่ขง็ขา้มคนืที่
มอีตัราการแชแ่ขง็ทีถู่กควบคุม 

ใชบ้ทที ่17 สําหรบัเครอืข่ายทัง้หมด: 

17.1 การลา้งคร ัง้ที ่1: 

17.1.1 QS สว่นของ PBMC จนไดป้ระมาณ 10 มล. (สาํหรบัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 15 ม
ล.) หรอื 45 มล. (สาํหรบัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล.) ดว้ยการเตมิ WDR ผสมเ
บาๆ 

17.1.2 ปิดฝาหลอดของเซลลท์ีเ่ก็บมาทัง้หมดอกีคร ัง้  

17.1.3 ป่ันแยกเซลลท์ีถ่กูเจอืจางแลว้ที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกห
รอืไม่ก็ได)้  

17.1.4 นําหลอดออกจากเคร ือ่งป่ันแยกและตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์(cell pellet)  

หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ด ้ตรวจสอบยนืยนัวา่เคร ือ่งป่ันแยกทาํงานไดอ้ยา่งเหมาะสม แกไ้ขปั
ญหาใดๆ ทีท่่านพบ ทําการป่ันแยกหลอดอกีคร ัง้ บนัทกึปัญหาและการปฏบิตัทิีไ่ดด้ําเนินการตามขอ้กาํหน
ดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร หากยงัไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ดห้ลงัจากการป่ันแยกหลอดอี
กคร ัง้ บนัทกึไว ้ 

17.1.5 เอาสว่นเหนือตะกอนออกและนําไปทิง้โดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์ 

17.2 การลา้งคร ัง้ที ่2: 

17.2.1 แขวนลอยตะกอนเซลลแ์ต่ละกอ้นใหม่ใน WDR ในปรมิาตรเล็กนอ้ยโดยผสมเบาๆ แตท่ั่วถงึใหไ้ดเ้ป็นสารแ
ขวนลอยของเซลลท์ีเ่ป็นเนือ้เดยีว  

ขนาดของหลอด (มล.) ปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ WDR (มล.) 
50 ≤ 5 
15 ≤ 3 

17.2.2 รวมสารแขวนลอยของตะกอนจาก PTID/สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดเดยีวกนั น่ีเป็นหลอดของเซลลท์ีเ่ก็
บมา  
ขนาดของหลอด (ม

ล.) 
จํานวนของสารแขวนลอยของตะกอนทีจ่ะรว

มกนั 
ปรมิาตรท ัง้หมด (ม

ล.) 
50 ≤ 4 ≤ 20 
15 ≤ 2 ≤ 6 

17.2.3 ใช ้WDR ในปรมิาตรเล็กนอ้ยเพือ่ลา้งหลอดทีถ่า่ยตะกอน เก็บ WDR ทีใ่ชล้า้งในหลอดของเซลลท์ีเ่ก็บมา 

17.2.4 QS สว่นของ PBMC ดว้ยการเตมิ WDR และผสมเบาๆ  
ขนาดของหลอด (มล.) ปรมิาตรที ่QS (มล.) 

50 ≤ 45 
15 ≤10 

17.2.5 ปิดฝาหลอดอกีคร ัง้และวางหลอดในเคร ือ่งป่ันแยก 

17.2.6 ป่ันแยกเซลลท์ีถ่กูเจอืจางแลว้ที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกห
รอืไม่ก็ได)้  

17.2.7 นําหลอดออกจากเคร ือ่งป่ันแยกและตรวจสอบหาตะกอนเซลล ์ 

หมายเหต :ุ หากไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ด ้ตรวจสอบยนืยนัวา่เคร ือ่งป่ันแยกทํางานไดอ้ยา่งเหม
าะสม แกไ้ขปัญหาใดๆ และทําการป่ันแยกหลอดอกีคร ัง้ บนัทกึปัญหาและการปฏบิตัทิีไ่ดด้ําเนินการตามข ้
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อกาํหนดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร หากยงัไม่สามารถมองเห็นตะกอนเซลลไ์ดห้ลงัจากการป่ันแยก
หลอดอกีคร ัง้ บนัทกึไว ้ 

17.2.8 เอาสว่นเหนือตะกอนออกและนําไปทิง้โดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์ 

17.3 จาํนวนเซลล ์PBMC 

17.3.1 หาและบนัทกึปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การนับของ WDR (V) ทีถ่กูตอ้งถงึภายใน 0.1 มล. V มคีวามสาํ
คญัเน่ืองจากน่ีเป็นปรมิาตรซึง่เป็นพืน้ฐานของจาํนวนเซลล ์

หมายเหต :ุ โดยปกตแิลว้ V จะเท่ากบัประมาณ 20% ของปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ดท้ีปั่ดใหเ้ป็นค่
ามล. เต็มทีใ่กลท้ีส่ดุ อยา่งไรก็ตาม V อาจแตกตา่งกนัไปโดยขึน้กบัขนาดของตะกอนเซลลแ์ละวธิกีารนับเ
ซลล ์มนัยงัสามารถถกูปรบัเพือ่ใหม้กีารวดัไดอ้ยา่งสะดวกหรอืเพือ่การแขวนลอยใหม่ได ้ดงัน้ัน V อาจมชีว่
งตัง้แต่ 10% ถงึ 50% ของปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ด ้ดูวธิกีารนับเซลลท์ีไ่ดร้บัการอนุมตัใินหอ้งปฏิ
บตักิารเพือ่เป็นแนวทาง 

17.3.2 หากมตีะกอนมากกวา่หน่ึงกอ้นจาก PTID/สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดเดยีวกนั ใช ้WDR ในปรมิาณเล็ก
นอ้ยเพือ่คอ่ยๆ แขวนลอยตะกอนเซลลใ์หม่และรวมตะกอนเซลลใ์หเ้ป็นหลอดเดยีว ลา้งหลอดทีถ่า่ยเซลลโ์
ดยใชป้รมิาตรทีเ่หลอื เตมิสิง่ทีใ่ชล้า้งลงในหลอดของเซลลท์ีเ่ก็บมา 

17.3.3 ดําเนินการนับเซลลใ์หเ้สรจ็สิน้โดยใช ้SOP สาํหรบัวธิกีารนับเซลลท์ีไ่ดร้บัการอนุมตัทิีห่อ้งปฏบิตักิาร สาํหรบั 
SOP สาํหรบัการนับเซลลด์ว้ยมอืทีใ่หไ้วเ้ป็นตวัอยา่ง ดูที ่http://www.hanc.info/labs/labresources/proc
edures/Pages/pbmcSop.aspx  

17.3.4 ผสมเซลลเ์บาๆ แต่ทั่วถงึกอ่นจะเก็บตวัอยา่งเพือ่การนับเซลล ์ 

17.3.5 ถา่ยสารแขวนลอยใหม่ในปรมิาตรเล็กนอ้ยไปยงัหลอดขนาดเล็กเพือ่การนับ  

หมายเหต :ุ หากจาํเป็นตอ้งมกีารนับซํา้ ลดปรมิาตรของการเก็บตวัอยา่งทีจ่าํเป็นใหเ้หลอืนอ้ยทีส่ดุ 

17.3.6 ปฏบิตัติาม SOP สาํหรบัวธิกีารนับเซลลท์ีไ่ดร้บัการอนุมตัทิีห่อ้งปฏบิตักิารทีด่ําเนินการเพือ่หาความเขม้ข ้
นของเซลล ์x 106 ตอ่มล. 

หมายเหต :ุ เซลลท์ี ่103/µล. = เซลลท์ี ่106/มล. 

หมายเหต :ุ อาจดาํเนินการนับอตัโนมตัหิน่ึงคร ัง้ การนับดว้ยมอืควรนับทีส่ีเ่หลีย่มจตัรุสัขนาดใหญ่ทัง้สีซ่ ึง่
อยูท่ีมุ่มเป็นอยา่งนอ้ย (1มม.2) 

17.3.7 คํานวณจาํนวนของเซลลท์ัง้หมดโดยใชส้ตูรต่อไปนี:้ 

T = C x V 

T = จาํนวนของเซลลท์ัง้หมด 

C = ความเขม้ขน้ (106/มล.) ทีห่าไดใ้นวธิกีารนับ 

V = ปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การนับของ WDR ในหน่วย มล. 

17.3.8 คํานวณเซลลท์ีไ่ดใ้นหน่วยเซลล/์มล. ของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ดโ้ดยใชส้ตูรดา้นลา่ง  

เซลลท์ีไ่ด ้(106 เซลล/์มล.) = T /ปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ด ้ 

หมายเหต :ุ เซลลท์ีไ่ดถ้กูคํานวณเพือ่วตัถปุระสงคด์า้นคุณภาพเท่าน้ัน ดชูว่งทีค่าดไวข้องเซลลท์ีไ่ดใ้นบ
ทที ่13 การควบคุมคุณภาพ หากเซลลท์ีไ่ดอ้ยูน่อกชว่งทีค่าดไว ้ใหป้ฏบิตัติามแนวทางในการแกปั้ญหาใน
บทที ่13 การควบคุมคุณภาพ เจอืจางใหม่และนับใหม่หากจาํเป็น  

17.4 การคํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ขัน้สดุทา้ย  

http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx
http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx
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17.4.1 คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การแชแ่ข็งของ CPS ทีก่าํหนดโดยการดาํเนินการในขัน้ตอนดา้นลา่
งใหเ้สรจ็สิน้เพือ่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของเซลลข์ัน้สดุทา้ยทีเ่ป็นเป้าหมาย 

หมายเหต :ุ ความเขม้ขน้ของเซลลข์ัน้สดุทา้ยทีเ่ป็นเป้าหมายแตกต่างกนัไปตามเครอืขา่ยและโครงการวิ
จยั ดขูอ้มูลความเขม้ขน้ของเซลลข์ัน้สดุทา้ยทีเ่ป็นเป้าหมายในระเบยีบวธิขีองโครงการวจิยั  

17.4.2 คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การแชแ่ข็งของ CPS ทีป่ระมาณไว ้(V1) ทีก่าํหนดโดยใชค้วามเขม้ขน้ของเซล
ลข์ัน้สดุทา้ยทีเ่ป็นเป้าหมาย  

V1 = (T/N1) x V2 

T = จาํนวนของเซลลท์ัง้หมด 

N1 = ความเขม้ขน้เซลลข์ัน้สดุทา้ยทีเ่ป็นเป้าหมาย 

V2 = ปรมิาตรของสว่นลงตวัขัน้สดุทา้ยในหน่วย มล. 

ปัด V1 ลงใหเ้ป็นคา่มล. ในทศนิยมตําแหน่งทีห่น่ึงทีใ่กลท้ีส่ดุเพือ่หาปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ CPS ทีแ่
ทจ้รงิ (Vf)  

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: ปัด V1 ลงใหเ้ป็นค่ามล. เต็มทีใ่กลท้ีส่ดุ (ในหลกัหน่วย) เพือ่หา Vf 

หมายเหต :ุ สาํหรบับางเครอืขา่ย V2 จะเป็น 1 มล./หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็ง ดงัน้ันจาํนวนของหลอดทีจ่ะ
ตอ้งใชจ้ะเทา่กบัมลิลลิติรของ CPS สาํหรบั ACTG และ IMPAACT ปรบัปรมิาตรตอ่หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็ง
ตามผงัการดําเนินการของหอ้งปฏบิตักิารหรอืระเบยีบวธิขีองโgครงการวจิยั 

หมายเหตสุ ําหรบั IMPAACT: โครงการวจิยัของ IMPAACT สว่นใหญจ่ะกาํหนดใหม้ ีPBMC ทีม่ชีวีติที ่10
7/มล. และ 5.0 x 106/หลอด และกาํหนดให ้PBMC ทีเ่ก็บมาไดท้ัง้หมดถกูเก็บรกัษาไว ้โดยทั่วไปแลว้ เมือ่ P
BMC ทีเ่ก็บมาไดน้อ้ยกวา่จาํนวนเป้าหมาย: 
• เตมิจาํนวน PBMC ทีห่ลงเหลอืทีน่อ้ยกวา่ 2 x 106 ลงไปในหลอดทีม่เีซลล ์5.0 x 106 เซลล ์
• แบ่งสว่นจาํนวนเซลลท์ีห่ลงเหลอืทีม่ากกวา่ 2 x 106 แต่นอ้ยกวา่ 5 x 106 ลงในหลอดอกีหลอดหน่ึง 

ตวัอยา่ง: 
ขอ้กาํหนดของโครงก
ารวจิยัของ IMPAACT 

จํานวนเซลล ์
ทีเ่กบ็มาได ้

การเตรยีมส่วนลงตวั 

PBMC 107 เซลลใ์นหลอ
ด 2 หลอด 

PBMC 9.3 x 
106 เซลล ์

เตรยีมหลอดหลอดหน่ึงหลอดดว้ย PBMC 5.0 x106 เซลล ์แ
ละอกีหลอดหน่ึงดว้ย PBMC 4.3 x106เซลล ์

PBMC 20 ลา้นเซลล ์ PBMC 16.5 x 
106 เซลล ์

เตรยีมหลอดสองหลอดทีม่ ีPBMC 5 x 106 เซลลใ์นแต่ละหล
อด และหลอดหน่ึงหลอดทีม่ ีPBMC 6.5 x 106 เซลล ์

อยา่ลมืบนัทกึจาํนวน PBMC ทีแ่ทจ้รงิ/หลอดใน LDMS 

17.4.3 ส ําหรบั HVTN เทา่น ัน้ : คํานวณจาํนวนของเซลลท์ีแ่ทจ้รงิตอ่หลอด (N2) โดยใชป้รมิาตรการแชแ่ข็งขอ
ง CPS ทีแ่ทจ้รงิ (Vf) ทีห่าไดใ้นการคาํนวณกอ่นหนา้นี ้

N2 = (T/ Vf) x V2 

N2 = จาํนวนของเซลลท์ีแ่ทจ้รงิตอ่หลอด 

T = จาํนวนของเซลลท์ัง้หมด 

V2= ปรมิาตรของสว่นลงตวัขัน้สดุทา้ยในหน่วย มล. 

17.5 การตดิฉลาก 

17.5.1 ดําเนินการพมิพแ์ละตดิฉลากหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งใหเ้สรจ็สิน้กอ่นการป่ันแยกขัน้สดุทา้ย  

หมายเหต :ุ เป็นสิง่สาํคญัทีจ่ะตอ้งลดเวลาทีเ่ซลลอ์ยูใ่นตะกอนใหเ้หลอืนอ้ยทีส่ดุ 
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17.5.2 ฉลากสาํหรบัหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งจะถกูสรา้งขึน้โดยใชร้ะบบการจดัการขอ้มูลทางหอ้งปฏบิตักิาร (LD
MS) 

17.5.2.1 ปฏบิตัติามหลกัปฏบิตัขิองหอ้งปฏบิตักิารของเครอืขา่ยสาํหรบัการกรอกขอ้มูลใหเ้สรจ็สิน้ 

17.5.2.2 ตรวจสอบชนิดของฉลากของหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งทีไ่ดม้าแต่ละชนิดเพือ่หาความผดิพ
ลาดในการกรอกขอ้มูลโดยเปรยีบเทยีบกบัตารางงานการเบกิวสัดุและการดาํเนินการของก
ารหอ้งปฏบิตักิารกอ่นทีจ่ะตดิฉลากหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็ง 

17.5.2.3 ตรวจสอบบารโ์คด้ของฉลากและบรเิวณทีพ่มิพด์ว้ยสายตาเพือ่ตรวจดูการจดัใหต้รงแนวแล
ะคุณภาพของการพมิพ ์ 

17.5.2.4 แกไ้ขความผดิพลาดในการกรอกขอ้มูลใดๆ ใน LDMS และพมิพฉ์ลากใหม่ตามความจาํเป็
น (ดแูลใหแ้น่ใจวา่ไดเ้ลอืกหมายเลขประจาํตวัสาํหรบัทั่วโลกทีเ่หมาะสม) 

17.5.3 ตดิฉลากบนหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งในลกัษณะทีว่า่ขอ้มูลสามารถจะถกูอา่นไดโ้ดยง่ายและสามารถเห็น
สารในหลอดไดอ้ยา่งชดัเจน 

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: สแกนหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งเปลา่ทีต่ดิฉลากไวโ้ดยปฏบิตัติามแนวทางของ 
HVTN ในปัจจบุนัเพือ่ใหแ้น่ใจวา่สามารถสแกนบารโ์คด้ได ้ 

17.6 การป่ันแยกขัน้สดุทา้ย 

17.6.1 วางหลอดของเซลลท์ีเ่ก็บมาในเคร ือ่งป่ันแยก  

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: QS สารแขวนลอยของเซลลจ์นได ้45 มล. ดว้ย WDR กอ่นการป่ันแยก 

17.6.2 ป่ันแยกเซลลท์ีถ่กูเจอืจางแลว้ที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกห
รอืไม่ก็ได)้ 

17.6.3 ตรวจสอบยนืยนัวา่หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งทัง้หมดไดร้บัการตดิฉลากและสามารถเขา้ถงึไดง่้าย 

17.7 การแบ่งสว่นใหล้งตวัสาํหรบัการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง 

หมายเหต :ุ ควรดําเนินการขัน้ตอนตอ่ไปนีอ้ยา่งรวดเรว็เพือ่รกัษาความสมบูรณข์องเซลล ์ขอแนะนําใหเ้ก็บหลอด
สาํหรบัการแชแ่ข็งใหเ้ย็นบนนํา้แข็ง หา้มปลอ่ยใหห้ลอดจมอยูใ่นนํา้แข็งหา้มปลอ่ยใหม้คีวามชืน้อยูใ่กลก้บัฝาหลอด 

17.7.1 เอาสว่นเหนือตะกอนทีเ่ป็น WDR ออกและนําไปทิง้ เก็บตะกอนไว ้ 

หมายเหตสุ ําหรบั ACTG และ IMPAACT: หากเซลลจ์ะตอ้งถกูแชแ่ข็งในรปูตะกอน PBMC ทีไ่ม่มชีวีติ (PE
L) ไม่แนะนําใหแ้ขวนลอยเซลลใ์หม่ในตวักลางเพือ่การแชแ่ข็ง (CPS) เน่ืองจาก DMSO เป็นสารยบัยัง้ PCR 
ทีม่ฤีทธิแ์รง หาก PBMC ไดส้มัผสักบั DMSO 
(ต.ย. เชน่ ตวักลางเพือ่การแชแ่ข็ง) ลา้ง PEL สองคร ัง้ดว้ย WDR กอ่นการเก็บรกัษา ด ูSOP สาํหรบัการดาํเ
นินการกบัสิง่สง่ตรวจที ่
http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/actgImpaactLabManual.aspx 

17.7.2 แขวนลอยตะกอนใหม่โดยใชป้รมิาตรของ CPS ทีเ่ย็น (Vf) ทีท่่านหาไวใ้นหวัขอ้ 17.4  

หมายเหต :ุ อนุญาตใหใ้ชห้ลอดทีท่าํใหเ้ย็นไวล้ว่งหนา้และ/หรอืใหม้กีารดําเนินการบนนํา้แข็งได ้ 

17.7.2.1 คอ่ยๆแขวนลอยตะกอนเซลลใ์หม่กอ่นทีจ่ะเตมิ CPS ดว้ยการดดี การเขยา่ หรอืการใชปิ้เป
ต 

17.7.2.2 คอ่ยๆ เตมิ CPS ลงไปยงัเซลลท์ีถ่กูแขวนลอยใหม่โดยมกีารหมุนหลอดเป็นวงกลมอยา่งตอ่เ
น่ือง 

17.7.3 ดําเนินการอยา่งรวดเรว็เม ือ่เตมิ CPS แลว้ หา้มปลอ่ยใหเ้ซลลอ์ยูใ่นสารละลายเพือ่การแชแ่ข็งนานกวา่ 1
0 นาทกีอ่นทีจ่ะใสใ่นตูแ้ชแ่ข็ง 

http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/actgImpaactLabManual.aspx#http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/actgImpaactLabManual.aspx
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17.7.4 แบ่งสว่นใหไ้ด ้0.5 ถงึ 1 มล. ตอ่หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็ง โดยขึน้กบัขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและโครงการ
วจิยั หากกาํหนดใหม้โีดยเครอืขา่ยหรอืโครงการวจิยั เตรยีมสว่นลงตวัทีไ่ม่เต็มสว่นสว่นสดุทา้ย (final par
tial aliquot) ดว้ยปรมิาตรของสารแขวนลอยของเซลลท์ีม่มีากเกนิไปใดๆ ซึง่อาจมอียู ่ 

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: แทนทีจ่ะสรา้งสว่นลงตวัทีไ่ม่เต็มสว่นสว่นสดุทา้ย แบ่งปรมิาตรทีม่มีากเกนิไปใ
ดๆ ลงในหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งทัง้หมดเท่าๆ กนัสาํหรบั PTID น้ัน 

17.8 การแชแ่ข็งขา้มคนืทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีถ่กูควบคุม 

17.8.1 หลงัจากการดําเนินการและการนับแลว้ ควรแชแ่ข็งเซลลใ์นทนัท ี

17.8.2 เลอืกวธิกีารแชแ่ข็งทีจ่ะใช:้ StrataCooler® Cryo, NALGENE® Mr. Frosty, biocision® CoolCell หรอื Cr
yoMed® ดขูอ้มูลการเก็บรกัษาและการบํารงุรกัษาในสว่นที ่7.4  

17.8.3 ขนยา้ยหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งทัง้หมดไปยงัภาชนะบรรจสุาํหรบัการแชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีถ่กูคว
บคุมในทนัท ี

สาํหรบั NALGENE® Mr. Frosty, biocision® CoolCell และ StrataCooler® Cryo ปิดภาชนะบรรจแุละวางไวใ้
นตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีุณหภูม ิ-80°ซ (-65 ถงึ -95°ซ) ในสถานทีท่ีไ่ม่ถกูรบกวนจากการเขา้ถงึตูแ้ชแ่ข็งซํา้ๆ 
(กลา่วคอื ห่างจากดา้นหนา้หรอืดา้นบนของตูแ้ชแ่ข็งทีใ่กลก้บัประตูเปิด/ฝาเปิด) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 4 ช ัว่
โมงสาํหรบั Mr. Frosty และ CoolCell และขา้มคนืสาํหรบั StrataCooler ® Cryo 

สาํหรบั CryoMed® หรอืตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีถ่กูควบคุมอืน่ๆ เร ิม่โปรแกรมการทําความเย็นตาม 
SOP ของศูนยว์จิยัทีเ่หมาะสม 

หมายเหต :ุ น่ีคอืเวลาทีแ่ชแ่ข็ง 

17.9 ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่มกีารบนัทกึขอ้มูลทีเ่หมาะสมทัง้หมดตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร ดูรายละเ
อยีดในบทที ่5  

18 การจดัเกบ็ PBMC (เกบ็ช ัว่คราวหรอืเกบ็ประจาํทีแ่หล่งศกึษา) 
18.1 จะตอ้งรกัษาห่วงโซค่วามเย็นในระหวา่งขัน้ตอนการขนยา้ยทัง้หมดเพือ่หลกีเลีย่งความเสยีหายทีจ่ะเกดิกบัเซลล ์ 

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: ขนสง่ดว้ยนํา้แข็งแหง้ไปยงัสถานทีเ่ก็บสิง่สง่ตรวจกลางภายใน 1 สปัดาหห์ลงัจ
ากการเก็บนอกจากจะถกูกาํหนดไวเ้ป็นอยา่งอืน่โดย HVTN 

หมายเหตสุ ําหรบั ACTG: ขนสง่ดว้ยนํา้แข็งแหง้ภายใน 4 สปัดาหนั์บจากวนัทีเ่ซลลถ์กูแชแ่ข็ง 

หมายเหตสุ ําหรบั  HVTN, IMPAACT, and MTN: ตอ้งยา้ย PBMCs 
จากระบบควบคุมอุณหภูมเิพือ่การแชแ่ข็งไปเก็บในถงัไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรอื 
ตูแ้ชแ่ข็งเชงิกล (Mechanical Freezer) ทีม่อีุณหภูม ิ-150°ซ ภายใน 72 ช ัว่โมง  (ดูขัน้ตอนต่อไปที ่ 18.3) 

18.2 ขนยา้ย PBMC ทีจ่ะไดร้บัการจดัเก็บช ัว่คราวทีแ่หลง่ศกึษาไปไวใ้นตูแ้ชแ่ข็งอุณหภูม ิ-70/-80oซ 

18.2.1 ขนยา้ยหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งจากระบบควบคุมอุณหภูมเิพือ่การแชแ่ข็งไปยงัสถานทีเ่ก็บรกัษาทีอุ่ณหภู
ม ิ-70/-80°ซ ตามทีก่าํหนดไว ้ตอ้งมั่นใจวา่ตูแ้ชแ่ข็งทีใ่ชส้าํหรบัการเก็บรกัษา PBMC 
มจีดุตัง้อุณหภูมเิป็น -70°ซ โดยมชีว่งแจง้เตอืนเป็น -65°ซ ถงึอยา่งนอ้ย -80°ซ 

ขนยา้ยหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งหลงัจาก 4 ช ัว่โมงเป็นอยา่งนอ้ยสาํหรบั NALGENE® Mr. Frosty และ bioci
sion® CoolCell 
และขา้มคนืสาํหรบั StrataCooler ® Cryo หากใช ้CryoMed® เมือ่เสรจ็สิน้โปรแกรมแลว้ใหข้นยา้ยหลอดสาํ
หรบัการแชแ่ข็งไปยงัตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีุณหภูม ิ-70/-80°ซ 

หมายเหต :ุ ขอ้กาํหนดใหด้าํเนินการสาํหรบั HVTN และขอ้แนะนําใหด้าํเนินการส ําหรบั ACTG: 
ใชถ้าดสาํหรบัการขนยา้ยแบบใชนํ้า้แข็งแหง้ ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่กลอ่งบรรจหุลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งน้ัน
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ไดร้บัถกูโปะทบัดว้ยนํา้แข็งแหง้เป็นช ัน้หนาในทุกดา้น ดําเนินการอยา่งรวดเรว็และมปีระสทิธภิาพเพือ่ลดโ
อกาสการสมัผสัของหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งกบัอุณหภูมปิกตโิดยรอบใหเ้หลอืนอ้ยทีส่ดุ 

18.2.2 หมายเหต :ุ หา้มเก็บรกัษาในไนโตรเจนเหลว (LN2) ใหเ้ก็บรกัษาทีอุ่ณหภูม ิ-65 ถงึ -
95°ซ จนกวา่จะขนสง่  

18.2.3 หมายเหต :ุ ขอ้กําหนดใหด้าํเนินการส ําหรบั HVTN ขอ้แนะนําใหด้าํเนินการส ําหรบั ACTG: รกั
ษาห่วงโซค่วามเย็นในระหวา่งการเตรยีมการขนสง่ดว้ยการทําใหก้ลอ่งขนสง่แบบใชนํ้า้แข็งแหง้เย็นไวล้ว่ง
หนา้และใชถ้าดสาํหรบัการขนยา้ยแบบใชนํ้า้แข็งแหง้ในระหวา่งขัน้ตอนการบรรจ ุตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่กล่
องขนสง่แบบใชนํ้า้แข็งแหง้น้ันมนํีา้แข็งแหง้อยูเ่ต็ม 
หา้มเก็บรกัษาตวัอยา่งไวใ้น LN2 เป็นการช ัว่คราวเวน้แตจ่ะไดร้บัการสัง่ใหท้ําเชน่น้ันโดยเครอืขา่ยหรอืโค
รงการวจิยั หา้มขนยา้ยตวัอยา่งจาก LN2 กลบัไปทีตู่แ้ชแ่ข็งทีม่อีณุหภูม ิ 
-70/-80°ซ เวน้แต่จะไดร้บัการสัง่ใหท้ําเชน่น้ันโดยเครอืขา่ยหรอืคณะโครงการวจิยั 

18.2.4 ตดิตอ่บุคลากรฝ่ายการปฏบิตักิารทางหอ้งปฏบิตักิารของเครอืขา่ยหากตวัอยา่งไม่สามารถถกูสง่ไปถงึจดุ
หมายปลายทางสดุทา้ยภายในระยะเวลาทีก่าํหนดโดยเครอืขา่ยสาํหรบัการเก็บรกัษาช ัว่คราว  หากไม่สาม
ารถดําเนินการใหเ้ป็นไปตามเงือ่นไขในการเก็บรกัษาช ัว่คราวและในการขนสง่ได ้
จะตอ้งดําเนินการขออนุญาตใหย้า้ยตวัอยา่งไปเก็บรกัษาไวใ้น LN2 

18.3  ภายใน 72 ช ัว่โมงของการแชแ่ข็ง PBMC ดว้ยระบบควบคุมอุณหภูมเิพือ่การแชแ่ข็ง ใหท้าํการยา้ย PBMC 
ไปเก็บไวใ้นถงัไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรอื ตูแ้ชแ่ข็งเชงิกล (Mechanical Freezer) ทีม่อีณุหภมู ิ -150oซ    

หมายเหตสุ ําหรบั HVTN: ตูแ้ชแ่ข็งเชงิกล -150oซ ไม่เป็นทีย่อมรบัสาํหรบัการจดัเก็บ PBMC ของ HVTN 

18.3.1  ภายใน  72 ช ัว่โมงของการแช แ่ข ง็ cryovials ดว้ยระบบควบคุมอณุหภูม  ิใหย้า้ย  cryovials 
ดว้ยนํ้าแข ง็แหง้ไปเกบ็ไวใ้นถงั LN2 dewar หรอื ตูแ้ช แ่ข ง็เช งิกล  (Mechanical Freezer) 
ท ีม่ อี ุณหภูม  ิ -150oซ    

18.3.2  
ตวัอยา่ง PBMC ทีแ่ชแ่ข็งสามารถถกูเก็บรกัษาไวใ้นเฟสทีเ่ป็นไอของ LN2 ไดน้านอยา่งไม่มกีาํหนด หา้มข
นยา้ยตวัอยา่งจาก LN2 หรอื ตูแ้ชแ่ข็งทีม่อีุณหภูม ิ-150°ซ กลบัไปเก็บทีตู่แ้ชแ่ข็งทีม่อีุณหภูม ิ-70°ซ หรอื 
-80o ซ เวน้แตจ่ะไดร้บัการสัง่ใหท้ําโดยเครอืขา่ยหรอืคณะโครงการวจิยั 

18.3.3 เมือ่ตวัอยา่งถกูเก็บไวใ้น LN2 การขนยา้ยหรอืการขนสง่ทัง้หมดจะตอ้งดําเนินการดว้ย LN2 (≤ -
140°ซ) และตวัอ 
ยา่งไม่สามารถถกูขนสง่ดว้ยนํา้แข็งแหง้ได ้

ตวัอยา่งทีต่ดิเช ือ้ทัง้หมดตอ้งไดร้บัการจดัสง่ดว้ยถงัLN2 ทีไ่ดร้บัการอนุมตัใิชโ้ดย IATA; ตรวจสอบขอ้กาํห
นดของโครงการวจิยัเพือ่ดูขอ้ยกเวน้  

19 การจดัทาํเอกสารทีใ่ชป้ระกอบการดาํเนินการใหเ้สรจ็สมบูรณ ์
19.1 ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่มกีารบนัทกึขอ้มูลทีจ่าํเป็นทัง้หมดตามขอ้กาํหนดของเครอืขา่ยและหอ้งปฏบิตักิาร 

และการคํานวณทัง้หมดถกูตอ้ง ดูรายละเอยีดในบทที ่5 

19.2 เก็บรกัษาเอกสารทีใ่ชป้ระกอบการดาํเนินการแยก  PBMC และเอกสารกาํกบัการปฏบิตังิานอืน่ๆ 
ตามนโยบายของหอ้งปฏบิตักิาร ดูรายละเอยีดในบทที ่5 

 
น่ีเป็นการสิน้สุดการดาํเนินการและการเก็บรกัษา  

ใหป้ฏบิตัติามข ัน้ตอนทางหอ้งปฏบิตักิารทีเ่หมาะสมสําหรบัการจดัเตรยีมและการดาํเนินการขนส่ง 
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20 การคาํนวณ 
20.1 โดยปกตแิลว้ RPM จะถกูอา่นจากผงัโนโมแกรม ผงัโนโมแกรมมกัถกูรวมไวใ้นคู่มอืการบํารงุรกัษาเคร ือ่งป่ันแยก ดู

แลใหแ้น่ใจวา่ไดใ้ชผ้งัทีจ่าํเพาะต่อเคร ือ่งป่ันแยกและโรเตอร ์

20.2 ขอแนะนําใหต้ดิการเปลีย่นจาก g ไปเป็น RPM ไวท้ีเ่คร ือ่งป่ันแยกของท่านเพือ่จะไดท้ําการอา้งองิไดโ้ดยง่าย 

20.3 หากไม่มผีงัโนโมแกรม สามารถเปลีย่นแรง g ไปเป็น RPM โดยใชส้ตูรตอ่ไปนี ้

 

r = รศัมขีองโรเตอรใ์นหน่วยเซนตเิมตร 

g = แรงเหวีย่งหนีศูนยก์ลางสมัพทัธ ์(relative centrifugal force) ทีแ่สดงในหน่วยของแรงโนม้ถว่ง 

RPM = รอบตอ่นาท ี(revolutions per minute) 

21 ขอ้จาํกดัของขัน้ตอน 
21.1 เวลาในการดําเนินการทีเ่หมาะสมทีส่ดุนับจากการเก็บจนถงึการแชแ่ข็งเลอืดใหม่สาํหรบั PBMC คอื <8 ช ัว่โมงนับจ

ากเวลาทีเ่ก็บ การทําหนา้ทีข่องเซลลอ์าจลดลงในสิง่สง่ตรวจทีเ่กา่กวา่ 

21.2 เวลาในการดําเนินการทีเ่หมาะสมทีส่ดุสาํหรบั PBMC คอื <3 ช ัว่โมงนับจากเวลาทีเ่ตมิเลอืดลงในหลอดสาํหรบัการแ
ยกเซลล ์(Accuspin™ หรอืสิง่ทีเ่ทยีบเท่ากนั) จนถงึการเร ิม่รอบการแชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีถ่กูควบคุม 

21.3 การศกึษาต่างๆ บ่งบอกวา่สิง่สง่ตรวจทีเ่ก็บมาในสารตา้นการแข็งตวัของเลอืดทีเ่ป็น EDTA น้ันใหเ้ซลลท์ีไ่ดท้ีต่ํ่ากวา่
เมือ่เวลาผ่านไป 

21.4 หลกีเลีย่งการนําเอาปรมิาณทีม่ากเกนิไปของตวักลางสาํหรบัการแยกออกพรอ้มกบัแถบ PBMC เน่ืองจากการทําเช่
นน้ันสามารถเพิม่การปนเป้ือนดว้ยแกรนูโลไซตไ์ด ้

21.5 หลกีเลีย่งการนําเอาสว่นเหนือตะกอนทีม่มีากเกนิไปออกพรอ้มกบัแถบ PBMC เพือ่จาํกดัการปนเป้ือนจากโปรตนีใ
นพลาสมา 

22 อภธิานศพัท ์ 
คําศพัท ์ คําจํากดัความ 

ACTG กลุม่การทดลองทางคลนิิกเกีย่วกบัเอดส ์(AIDS Clinical Trials Group) 
อุณหภูมขิองการป่ันแยก 15 ถงึ 30°ซ 
มกีารจบัตวัเป็นลิม่เป็นจาํนวนมาก มากกวา่ 3/4 ของมวลของเลอืดครบสว่นมกีารจบัตวัเป็นลิม่ และมเีลอืดครบสว่นทีเ่ป็นอิ

สระเหลอืเพยีงเล็กนอ้ย 
ลิม่เลอืดขนาดเล็ก  มกัจะไม่เห็นลิม่เลอืดขนาดเล็กในหลอดของเลอืดครบสว่น แต่สามารถเห็นไดบ้นฟรติข

องหลอดสาํหรบัการแยกหลงัจากการป่ันแยก 
CPS สารละลายสาํหรบัการเก็บรกัษาดว้ยการแชแ่ข็ง (Cryopreservation Solution) 
CSR ทีเ่ก็บสิง่สง่ตรวจกลาง (Central Specimen Repository) 
CSTFB หลอดสาํหรบัการแยกเซลลท์ีม่ตีวัก ัน้แบบฟรติ (Cell Separation Tube with Frit Barrier

) 
ตวักลางทีม่ ีDG ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น (density gradient media) 
FBS ซรีมัจากตวัออ่นววั (Fetal Bovine Serum) 
HBSS สารละลายเกลอืแบบสมดุลของแฮงส ์(Hanks' Balanced Salt Solution) 
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คําศพัท ์ คําจํากดัความ 
การแตกของเม็ดเลอืดแดง (Hemolysi
s) 

การมสีชีมพจูนถงึสแีดงของซรีมัหรอืพลาสมาเน่ืองจากการแตกของเซลลเ์ม็ดเลอืดแดง 
การแตกของเม็ดเลอืดแดงจะถกูประเมนิระดบัและรายงานตามมาตรการประเมนิตอ่ไปนี:้ 

1+ สอีอกชมพจูาง-
แดงในซรีมัหรอืพลาสมา สามารถอ่านตวัอกัษรในหนังสอืพมิพท์ีว่างไวด้า้นหลงัหลอ
ดเลอืดไดอ้ยา่งชดัเจน 
2+ สอีอกชมพ-ู
แดงในซรีมัหรอืพลาสมา สามารถอ่านตวัอกัษรในหนังสอืพมิพไ์ดแ้ต่ไม่คมชดัเท่า 
3+ สชีมพูเขม้-แดงในซรีมัหรอืพลาสมา ตวัอกัษรในหนังสอืพมิพป์รากฏไม่ชดั 
4+ สมีะฮอกกานีแดงเขม้ในซรีมัหรอืพลาสมา ไม่สามารถอา่นตวัอกัษรในหนังสอืพิ
มพไ์ด ้
หมายเหต :ุ เซลลเ์ม็ดเลอืดแดงทีแ่ตกทําใหซ้รีมัหรอืพลาสมามลีกัษณะทีม่สีแีต่ใสใ
นขณะทีก่ารปนเป้ือนดว้ยเม็ดเลอืดแดงทาํใหซ้รีมัหรอืพลาสมามลีกัษณะขุน่ 

HI-FBS ซรี ัม่จากตวัออ่นววัทีท่ําใหห้มดฤทธิด์ว้ยความรอ้น (Heat Inactivated Fetal Bovine Ser
um) 

HPTN เครอืขา่ยการทดลองการป้องกนั HIV (HIV Prevention Trials Network) 
HVTN เครอืขา่ยการทดลองวคัซนีสาํหรบั HIV (HIV Vaccine Trials Network) 
มลีกัษณะของดซีา่น (Icteric) พลาสมาทีม่สีอีอกเขยีวหรอืสม้ซ ึง่บ่งบอกวา่มบีลิริบูนิทีเ่พิม่ขึน้ 
IMPAACT เครอืขา่ยการทดลองทางคลนิิกสากลเกีย่วกบัเอดสใ์นมารดา เด็ก และวยัรุน่ (Internatio

nal Maternal Pediatric Adolescent AIDS Clinical Trials Network)  
LDMS ระบบการจดัการขอ้มูลทางหอ้งปฏบิตักิาร (Laboratory Data Management System) 
MTN เครอืขา่ยการทดลองสารฆ่าจลุชพี (Microbicide Trials Network) 
PBMC เซลลเ์ม็ดเลอืดชนิดนิวเคลยีสเดยีว (Peripheral Blood Mononuclear Cells) 
PBS นํา้เกลอืทีม่ฟีอสเฟตเป็นบฟัเฟอร ์(Phosphate-buffered saline) 
PTID/PID หมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้รว่มโครงการ (Participation Identification Number) 
QS ทําใหม้ปีรมิาณทีเ่พยีงพอ (Quantity Sufficient)—

เตมิปรมิาณทีเ่พยีงพอของของเหลวเพือ่ใหไ้ดป้รมิาตรทีก่าํหนด 
อุณหภูมหิอ้ง (Room Temperature, 
RT) 

15 ถงึ 30°ซ 

ปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ด ้ ปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีถ่กูดําเนินการจรงิ 
(ปรมิาตรของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ดอ้าจไม่เทา่กบัความจขุองหลอด)  

สถานทีเ่ก็บรกัษาในเฟสทีเ่ป็นไอระเห
ย 

สถานทีเ่ก็บรกัษาในเฟสทีเ่ป็นไอระเหยของไนโตรเจนเหลว (LN2) คอืพืน้ทีว่า่งในถงัเก็บ
รกัษาทีอ่ยูเ่หนือของเหลว LN2 ทีด่า้นลา่งของถงั 

WDR สารทําปฏกิริยิาสาํหรบัการลา้งและการเจอืจาง (Wash Diluent Reagent) (HBSS 
หรอื PBS)   

23 เอกสารอา้งองิ 
23.1 Bull M., Lee B., Stucky J., Chiu Y.L., Rubin A., Horton H., and McElrath MJ. Defining blood processing 

parameters for optimal detection of cryopreserved antigen-specific responses for HIV vaccine trials. 
J. Immunol. Methods 322:57-69 (2007). 

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

23.3 Cox J.H., DeSouza M., Ratto-Kim S., Ferrari G., Weinhold K.J., and Birx B.L. Cellular Immune assays for 
evaluation of Vaccine efficacy in developing countries. Manual of Clinical laboratory Immunology. 
Rose N.R., Hamilton R.G., Detrick B. Eds. (6th ed.) p.301-315 (2002). 
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23.4 Islam B., Lindbert A., and Christensen B. Peripheral blood cells preparation influences the level of 
expression of leukocyte cell surface markers as assessed with quantitative multicolor flow cytometry. 
Cytometry 22:128-134 (1995). 

23.5 Immunovirology Research Network (IVRN) Laboratory Manual: Separation and storage of serum, 
plasma and PBMCs. IVRN. Dec 12 1007. 

23.6 Kierstead L.S., Dubey S., Meyer B., Tobery T.W., Mogg R., Fernandez V.R., Long R., Guan L., Gaunt C., 
Collins K., Sykes K.J., Mehrotra B.V., Chirmule N., Shiver J.W., and Casimiro B.R. Enhanced rates and 
magnitude of immune responses detected against an HIV vaccine: effect of using an optimized 
process for isolating PBMC. AIDS Res Hum Retroviruses 23:86-92 (2007). 

23.7 Shearer WT, Rosenblatt HM, Gelman RS, Oyomopito R, Plaeger S, Stiehm ER, Wara DW, Douglas SD, 
Luzuriaga K, McFarland EJ, Yogev R, Rathore MH, Levy W, Graham BL, Spector SA; Pediatric AIDS 
Clinical Trials Group. Lymphocyte subsets in healthy children from birth through 18 years of age: the 
Pediatric AIDS Clinical Trials Group P1009 study. J Allergy Clin Immunol. 112(5):973-80 (2003). 

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

23.9 Weinberg A., Betensky R., Zhang L., and Ray G. Effect of shipment, storage, anticoagulant, and cell 
separation on lymphocyte proliferation assays for human immunodeficiency virus-infected patients. 
Clin. Diagn. Lab. Immunol. 5:804-807 (1998). 

23.10 Weinberg A, Song LY, Wilkening CL, Fenton T, Hural J, Louzao R, Ferrari G, Etter PE, Berrong M, 
Canniff JD, Carter D, Defawe OD, Garcia A, Garrelts TL, Gelman R, Lambrecht LK, Pahwa S,  
Pilakka-Kanthikeel S, Shugarts DL, and Tustin NB. Optimization of storage and shipment of 
cryopreserved peripheral blood mononuclear cells from HIV-infected and uninfected individuals  
for ELISPOT assays. J Immunol Methods. 363(1):42-50 (2010). 

24 เอกสารเพิม่เตมิ (เพือ่เกบ็รกัษาโดยหอ้งปฏบิตักิาร) 
24.1 เอกสารกาํกบัสาํหรบั FBS และหนังสอืรบัรองการวเิคราะห ์

24.2 เอกสารกาํกบัสาํหรบั WDR (HBSS หรอื PBS)  

24.3 เอกสารกาํกบัสาํหรบัตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น 

24.4 เอกสารกาํกบัสาํหรบัหลอดสาํหรบัการแยกเซลลท์ีม่ตีวัก ัน้แบบฟรติ  

25 ภาคผนวก 
25.1 ภาคผนวก ก: ตารางงานสาํหรบัการดําเนินการกบั PBMC ทีก่าํหนดใหม้โีดย HVTN 

นอกจากนีย้งัไดจ้ดัใหม้ภีาคผนวก ก ในรปูแบบทีด่าวนโ์หลดไดแ้ละแกไ้ขไดบ้นเว็บไซตส์าธารณะของ HANCที ่
http://www.hanc.info/labs/Pages/PBMCSOP.aspx  

25.2 ภาคผนวก ข: บนัทกึการเปลีย่นไอโซโพรพานอลของ NALGENE® Mr. Frosty ทีใ่หไ้วเ้ป็นตวัอยา่ง 

25.3 ภาคผนวก ค: การแกปั้ญหา: การเก็บ PBMC ในกรณีทีไ่ม่มแีถบ PBMC ทีช่ดัเจนหลงัจากการป่ันแยกเกรเดยีนตข์
องความหนาแน่น 

25.4 ภาคผนวก ง: การรวมช ัน้บฟัฟีโคต้สาํหรบัการแยก PBMC ดว้ยตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่
น 

25.5 ภาคผนวก จ: คู่มอืฉบบัยอ่สาํหรบั SOP สาํหรบั PBMC แบบขา้มเครอืขา่ย—CSTFB 

25.6 ภาคผนวก ฉ: คู่มอืฉบบัยอ่สาํหรบั SOP สาํหรบั PBMC แบบขา้มเครอืขา่ย—วธิกีารใสด่า้นบนดว้ยมอื 

http://www.hanc.info/labs/Pages/PBMCSOP.aspx
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25.7 ภาคผนวก ช: สารทาํปฏกิริยิาทีใ่หไ้วเ้ป็นตวัอยา่ง 

25.8 ภาคผนวก ซ: ประวตักิารแกไ้ข 
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ภาคผนวก ก: ตารางงานสาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC ของ HVTN 

หอ้งปฏบิตักิารทีด่ําเนินการกบัสิง่ส่งตรวจ: 

หมายเลขประจาํตวัผูเ้ขา้รว่มโครงการ (PTID): การนัดตรวจ: โครงการวจิยั: 

วนัทีเ่ก็บ: เวลา: 

วนัทีเ่ร ิม่การดําเนินการ: เวลา: ดําเนินการโดย: 
สารทําปฏกิริยิา/บรษิทัผูผ้ลติ หมายเลขชดุทีผ่ลติ วนัหมดอายุ 
DMSO (บรษิทัผูผ้ลติ:__________________________)   

FBS (บรษิทัผูผ้ลติ.:____________________________)   

HBSS หรอื WDR อืน่ๆ (บรษิทัผูผ้ลติ.:_______________)   

หลอดสําหรบัการแยกเซลล ์(บรษิทัผูผ้ลติ.:______________)   

ตวักลางสําหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น (บรษิทัผูผ้ลติ.:___
_________) 

  

 ปรมิาตรในหน่วย มล.  

CPS 
CPS DMSO FBS 

1 วนัทําการ    

ขอ้มูลทีจ่ะเก็บในระหว่างการดําเนินการ ตวัอย่าง 

ชนิดของหลอดเก็บตวัอย่าง (วงกลมหน่ึงอย่าง) 
NaHep / ACD / EDTA  
อืน่ๆ: ____________ 

สภาวะของเลอืด (วงกลมหน่ึงอย่างหรอืมากกว่าน้ัน) 
ปกต/ิเม็ดเลอืดแดงแตก/      
จบัตวัเป็นลิม่ 

หากมกีารระบุไวใ้นคําแนะนําของโครงการวจิยัหรอืคําแนะนําในการดําเนินการ เก็บพลาสมากอ่นทีจ่ะดําเนิน
การกบั PBMC แทนทีป่รมิาตรของพลาสมาดว้ย HBSS/WDR ระบุว่ามกีารเก็บ 

    ม ี                   ไม่ม ี

ปรมิาตรของเลอืดครบส่วนทีใ่ชไ้ด ้ มล. 

ระบุวธิกีารดําเนินการ: ตวัก ัน้แบบฟรติ การใส่ดา้นบน/การใส่ดา้นล่างดว้ยมอื หรอืการรวมบฟัฟีโคต้  

วธิกีารนับ (ชือ่ของเครือ่งมอืหรอืการนับดว้ยมอื)  

ปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การนับของ HBSS (หรอื WDR อืน่ๆ) (V) มล. 

ความเขม้ขน้เฉลีย่ของจาํนวนเซลล ์(C)  x 106 เซลล/์มล. 

จาํนวนเซลลท์ัง้หมด (T) = C x V x 106 เซลล ์

คํานวณเซลลท์ีไ่ด/้มล. ของเลอืดครบส่วน 
(การตรวจสอบคุณภาพ)= (T/ปรมิาตรของเลอืดครบส่วนทีใ่ชไ้ด)้ 

x 106 เซลล/์มล. 

คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ CPS ทีป่ระมาณไว ้(V1)=(T/15x106 เซลล /์มล .)(1 มล .) มล. 

คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ CPS ขัน้สุดทา้ย (Vf), ปัดลงใหเ้ป็นค่ามล. เต็มทีใ่กลท้ีสุ่ด มล. 

คํานวณจาํนวนของเซลลท์ีแ่ทจ้รงิต่อหลอด 
N2 = (T/Vf) x V2, (v2=1 มล. สําหรบัโครงการวจิยัของ HVTN ส่วนใหญ่) 

x 106 เซลล/์หลอด 

วนัทีแ่ละเวลาทีแ่ชแ่ข็ง (อธบิายในส่วนความคดิเห็นหากไม่อยู่ภายใน 4 ช ัว่โมงหลงัจากเวลาทีเ่ร ิม่การดําเนิน
การ) 

 

พมิพแ์ละตรวจสอบคุณภาพเนือ้หา/บารโ์คด้ของฉลากของ LDMS (ชือ่ย่อของบุคคลทีด่ําเนินการตรวจสอบ
คุณภาพ) 

 

จาํนวนของหลอดสําหรบัการแชแ่ข็งทีแ่ชแ่ข็งจรงิ 
หมายเหตุ: ควรเท่ากบัปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การแชแ่ข็งสําหรบัส่วนลงตวัทีเ่ป็น 1 มล. 
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กรอกขอ้มูลใน LDMS ทีเ่หลอืใหเ้สรจ็สิน้ ซึง่รวมถงึจาํนวนเซลลท์ัง้หมดและเวลาทีแ่ชแ่ข็ง  
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ภาคผนวก ก: ตารางงานสาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC ของ HVTN  

หอ้งปฏบิตักิารทีด่ําเนินการกบัสิง่ส่งตรวจ: 
PTID: 

จาํนวนของหลอดสําหรบัการแชแ่ข็งทีแ่ชแ่ข็งจรงิ 

บุคคลทีข่นยา้ยหลอดสําหรบัการแชแ่ข็งไปยงัสถานทีเ่ก็บกล่องสําหรบัการเก็บรกัษาทีก่าํหนดโดย LDMS  

วนัที ่(วว/ดด/ปปป)/เวลาทีห่ลอดสําหรบัการแชแ่ข็งถูกขนยา้ยจากอุปกรณท์ําความเย็นในอตัราชา้ๆ ไปยงักล่องสําหรบัการเก็บรกัษา 
 (ตวัอย่างจะตอ้งถูกรกัษาไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-70/-80°ซ ในระหว่างการขนยา้ย) 

 

ผูต้รวจสอบทีด่ําเนินการตรวจสอบขัน้สุดทา้ย (ผูต้รวจสอบ/วนัที)่  

 
การนับดว้ยฮมีาไซโตมเิตอร ์ จาํนวนทัง้หมด เซลลท์ีม่ชีวีติ ทีไ่ม่มชีวีติ  
สีเ่หลีย่มจตัุรสั #1 (เซลล/์มม.2)     

สีเ่หลีย่มจตัุรสั #2 (เซลล/์มม.2)     

สีเ่หลีย่มจตัุรสั #3 (เซลล/์มม.2)     

สีเ่หลีย่มจตัุรสั #4 (เซลล/์มม.2)     

จาํนวนเซลลเ์ฉลีย่ต่อสีเ่หลีย่มจตัรุสั (เซลล/์มม.2

) 
    

แฟคเตอรใ์นการเจอืจาง PBMC (PBMC Dilutio
n Factor) (1:DF*) 

    

แฟคเตอรข์องฮมีาไซโตมเิตอรส์ําหรบัเซลล/์มล. 104 104 104  

ความเขม้ขน้ของจาํนวนเซลล ์(C) = (เซลลเ์ฉลีย่
/มม.2)(DF)(104) เปลีย่นไปเป็น 106 เซลล/์มล. 

 
x 106เซลล/์มล. x 106เซลล/์มล. x 106เซลล/์มล.  

% ความมชีวีติ = (เซลลท์ีม่ชีวีติ/เซลลท์ัง้หมด)(1
00) ไม่เกีย่วขอ้ง  ไม่เกีย่วขอ้ง ไม่เกีย่วขอ้ง 
 
การนับเซลลอ์ตัโนมตั ิ(103/µl=106/มล.) การนับ #1    
จาํนวนเซลล ์(C) ในรูปเซลล ์x 106/มล.     

แฟคเตอรใ์นการเจอืจาง PBMC (1:DF*)     

ความเขม้ขน้ของเซลล ์= (C)(DF)  
x 106เซลล/์มล.    

 
*หมายเหตุ: แฟคเตอรใ์นการเจอืจาง (DF) = (ส่วนของเซลล ์+ ส่วนของของเหลวสําหรบัการเจอืจาง)/ ส่วนของเซลล ์
 
ความคดิเห็นและการเบีย่งเบนจากระเบยีบวธิขีองโครงการวจิยั 
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ภาคผนวก ข : บนัทกึการเปล ีย่นไอโซโพรพานอลของ NALGENE® Mr. Frosty ท ีใ่หไ้ว เ้ป็น
ตวัอย ่าง  

จะตอ้งเปลีย่นไอโซโพรพานอลทุกรอบทีห่า้ของรอบของการแชแ่ข็ง/การละลาย 

 

วนัทีใ่ช ้
การเปลีย่นไอโซโพรพานอล (มี
/ไม่ม)ี 

ชือ่ย่
อ  

วนัทีใ่
ช ้

การเปลีย่นไอโซโพรพานอล (มี
/ไม่ม)ี 

ชือ่ย่
อ 

       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
ตรวจสอบโ
ดย: 

   วนัที:่    
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ภาคผนวก ค: การแกปั้ญหา: การเกบ็ PBMC ในกรณีท ีไ่ม ่ม แีถบ PBMC ท ีช่ ดัเจนหลงัจากการป่ั
นแยกเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น  
 
ค.1 ทีม่า:  

หากมบีางสิง่ผดิไปในระหวา่งการป่ันแยกเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นของเลอืด ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนต ์
ของความหนาแน่นและช ัน้ของพลาสมาจะไม่แยกกนัอยา่งชดัเจนและท่านอาจไม่เห็นช ัน้ PBMC อยา่ตกใจ การเก็บ 
PBMC บางสว่นสามารถทําไดด้ว้ยขัน้ตอนเพิม่เตมิ 

 
ค.2 ระบุปัญหา: 

ค.2.1 นําหลอดออกจากเคร ือ่งป่ันแยกและยา้ยไปยงัช ัน้วาง 

ค.2.2 พยายามระบุวา่เพราะเหตุใดจงึไม่มชี ัน้ PBMC ทีช่ดัเจน สาเหตทุีเ่ป็นไปไดถ้กูแสดงไวด้า้นลา่ง: 

ค.2.2.1 หลอดถกูทําตกหรอืถกูกระแทก 
ค.2.2.2 เบรกเปิดอยู ่ 
ค.2.2.3

 ความเรว็ในการป่ันแยกสงูเกนิไป ตรวจสอบยนืยนัวา่การตัง้ค่า rpm น้ันถกูตอ้งสาํหรบั
ขัน้ตอนทีใ่ช ้(CSTFB 
หรอืการแยกเซลลด์ว้ยมอืโดยใชเ้กรเดยีนตข์องความหนาแน่น) ดว้ยการตรวจสอบผงั RCF/
rpm สาํหรบัโรเตอร ์เคร ือ่งป่ันแยกบางเคร ือ่งจาํเป็นตอ้งมกีารตัง้คา่บนเคร ือ่งป่ันแยกทีต่รงกั
บชนิดของถว้ยใสห่ลอดทีใ่ช ้หากการตัง้ค่าไม่ถกูตอ้ง เคร ือ่งป่ันแยกอาจคํานวณความเรว็ข
องมนัผดิไป 

ค.2.2.4 เคร ือ่งป่ันแยกหยดุเน่ืองจากมกีารหยดุจา่ยไฟ 
ค.2.2.5 ฟรติหลดุออกจากที ่(การเป็นเชน่นีม้กัจะเกดิขึน้เน่ืองจากความเรว็ในการป่ันแยกสงูเกนิไป 

แตบ่างคร ัง้ก็มหีลอดทีช่าํรดุอยูใ่นชดุ) 
ค.2.2.6 เคร ือ่งป่ันแยกไม่สมดุล  
ค.2.2.7 ผูใ้หเ้ลอืดมจีาํนวนลมิโฟไซต ์เม็ดเลอืดขาว หรอืฮมีาโตครติตํ่า 

 
ค.3

 จากสาเหตุขา้งตน้ สาเหตหุา้ประการแรกนัน้แกไ้ขไดโ้ดยง่าย หากสาเหตุมาจากเครือ่งป่ันแย
กทีไ่ม่สมดลุ หาว่าเพราะเหตใุดเครือ่งป่ันแยกจงึไม่สมดุล ตรวจสอบสิง่ตอ่ไปนี้: 

ค.3.1 ตรวจสอบวา่หลอดสมดุลหรอืไม่ 

ค.3.2 ตรวจสอบวา่ถว้ยใสห่ลอดของเคร ือ่งป่ันแยกสมดุลหรอืไม่ 

ค.3.3 ตรวจสอบวา่แขนและถว้ยใสห่ลอดของเคร ือ่งป่ันแยกไดร้บัการใสจ่าระบแีละนํา้มนัอยา่งเหมาะสม 

หมายเหต :ุ หากมคีวามไม่แน่ใจเกีย่วกบัเคร ือ่งป่ันแยกเคร ือ่งใดเคร ือ่งหน่ึง ใหใ้ชเ้คร ือ่งอืน่ 
 
ค.4 โดยถอืว่าปัญหาไดร้บัการแกไ้ขแลว้ ป่ันแยกตวัอยา่งใหม่ดงันี้:  

ค.4.1 สารทําปฏกิริยิา: 

ค.4.1.1 ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น 
ค.4.1.2 หลอดขนาด 50 มล. 
ค.4.1.3 ปิเปต 

ค.4.2 วธิกีาร: 

หมายเหต :ุ ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นเป็นพษิต่อเซลล ์ดงัน้ันใหด้ําเนินการอย่
างมปีระสทิธภิาพ 
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ค.4.2.1 เตมิตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น 15 มล. ลงไปในหลอดขนาด 50 
มล. ทีป่ราศจากเชือ้ (ทีไ่ม่ใช ่CSTFB) 

ค.4.2.2
 ปลอ่ยใหต้วักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นอุ่นขึน้จนถงึอุณหภูมหิอ้
งในขณะทีด่ําเนินการกบัตวัอยา่ง 

ค.4.2.3 สาํหรบัหลอดทีผ่สมแลว้แต่ละหลอด ตดิฉลาก PTID ใสห่ลอดขนาด 50 มล. ใชปิ้เปตนําเอ 
าสว่นของตวัอยา่งทีผ่สมแลว้ออกจากการแยกหรอื 
CSTFB อยา่งชา้ๆ (โดยทั่วไป ฟรติของ CSTFB จะหลดุออกจากที)่ 

ค.4.2.4
 ถา่ยตวัอยา่งทีผ่สมแลว้เป็นปรมิาตรไม่เกนิ 30 มล. ไปยงัหลอดทีม่ตีวักลางสาํหรบัการ
ทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น  

ค.4.2.5 ดําเนินการในขัน้ตอนนีซ้ํา้สาํหรบัตวัอยา่งทีผ่สมแลว้ทัง้หมด 
ค.4.2.6 วางหลอดลงในเคร ือ่งป่ันแยก โดยตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่หลอดสมดุล 
ค.4.2.7 ป่ันแยกเป็นเวลา 30 ถงึ 40 นาททีี ่400 x g โดยปิดเบรก ทีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ  
ค.4.2.8

 ขณะนีค้วรมองเห็นช ัน้ PBMC ได ้(บ่อยคร ัง้จะมกีารสญูเสยีเซลลบ์างสว่นไป ดงัน้ันช ัน้
ดงักลา่วอาจจะบางได)้ 

ค.4.2.9
 ช ัน้บนสดุ ซึง่เป็นพลาสมาทีม่แีนวโนม้จะถกูปนเป้ือนดว้ยตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดี
ยนตข์องความหนาแน่น 
อาจถกูเก็บมาในขัน้นีแ้ละดาํเนินการดงัในสว่นของ 'การแยก PBMC และพลาสมา' และ 'กา
รเก็บรกัษาพลาสมา' ของระเบยีบวธิขีองโครงการวจิยัหลกั อยา่งไรก็ตาม จะตอ้งกรอกขอ้มู
ลทีว่า่ตวัอยา่งพลาสมานีม้แีนวโนม้ทีจ่ะถกูปนเป้ือนดว้ยตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์
องความหนาแน่นในสว่นของความคดิเห็นสาํหรบัตวัอยา่งนีใ้น LDMS 

ค.4.2.10 ถา่ยช ัน้ PBMC อยา่งระมดัระวงัไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล. 
ทีต่ดิฉลากไวด้ว้ยตวัระบุ PTID ใชห้ลอดใหม่หน่ึงหลอดสาํหรบัหลอดของตวักลางสาํหรบักา
รทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นทุกหลอด 

ค.4.2.11 ปิดฝาหลอดของตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นอกีคร ัง้ 
ค.4.2.12 กลบัไปทีบ่ทที ่15 ของระเบยีบวธิขีองโครงการวจิยัหลกั 
 

หมายเหต :ุ ในสว่นของ “ความคดิเห็นและการเบีย่งเบนไปจากระเบยีบวธิขีองโครงการวจิยั” ของตารางงานสาํหรบัการ
ดาํเนินการกบั PBMC บนัทกึรายละเอยีดของการเบีย่งเบนไปจาก SOP (กลา่วคอื ทีไ่ดด้ําเนินการขัน้ตอนจาก “ภาคผนวก 
ข” เพือ่เก็บ PBMC เน่ืองจากไม่มชี ัน้ PBMC หลงัจากการป่ันแยกเกรเดยีนตข์องความหนาแน่น) นอกจากนี ้บนัทกึวา่ใชเ้วลาใ
นการป่ันแยกอกีคร ัง้นานเท่าใด เพือ่จะไดป้ระมาณวา่เซลลอ์ยูใ่นตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นนานเท่า
ใด อกีทัง้บนัทกึไวด้ว้ยวา่ตวัอยา่งพลาสมาทีเ่ก็บมาไดน้ั้นมแีนวโนม้ทีจ่ะถกูปนเป้ือนดว้ยตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์อง
ความหนาแน่นในตารางงานสาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC และในสว่นของความคดิเห็นของการกรอกขอ้มูลใน LDM
S สาํหรบัสิง่สง่ตรวจทีเ่ป็นพลาสมา 
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ภาคผนวก ง: การรวมช ัน้บฟั ฟีโคต้สาํหรบัการแยก PBMC ดว้ยตวักลางสาํหรบัการท ําเก
รเดยีนตข์องความหนาแน่น  
สามารถใชข้ัน้ตอนนีเ้มือ่แยก PBMC จากหลอดเลอืดหลายหลอดของ PTID-
สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดชดุเดยีวกนั ขัน้ตอนนีท้ําใหเ้ราสามารถรวมช ัน้บฟัฟีโคต้เขา้ดว้ยกนัเพือ่ลดการใชส้ารทําปฏกิริ ิ
ยาและสิง่ทีใ่ชแ้ลว้หมดไป เพิม่จาํนวนเซลลท์ีเ่ก็บมาได ้และลดการปนเป้ือน  
บฟัฟีโคต้คอืสว่นของเลอืดครบสว่นทีใ่สส่ารตา้นการแข็งตวัของเลอืดซึง่มเีซลลเ์ม็ดเลอืดขาว (white blood cells, WBC) และเ
กล็ดเลอืด และเกดิขึน้หลงัจากการป่ันแยกตรงรอยตอ่ระหวา่งช ัน้พลาสมาและช ัน้เซลลเ์ม็ดเลอืดแดง พบ WBC 
สว่นใหญ่ในช ัน้เคลอืบบฟัฟี โดยมเีพยีงสว่นทีน่อ้ยมาก (ทัง้หมด <1 ลา้นเซลล)์ 
เหลอือยูใ่นแพคเซลลเ์ม็ดเลอืดแดงหลงัจากเก็บช ัน้เคลอืบบฟัฟี 
ทีย่งัคงอยูใ่นเซลลเ์ม็ดเลอืดแดงทีอ่ดัแน่นหลงัจากการเก็บบฟัฟีโคต้ไปแลว้ ช ัน้บฟัฟีโคต้จะถกูเก็บพรอ้มกบัพลาสมาและเซลล ์
เม็ดเลอืดแดงในปรมิาณเล็กนอ้ย 
(ประมาณ 1.5 มล.) และจากน้ันจะถกูเจอืจางกอ่นทีจ่ะนําไปใสด่า้นบนตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตเ์พือ่การแยกลมิโฟไซ
ต ์ 
ขัน้ตอน:  

D1. ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่ท่านไดด้าํเนินการในขัน้ตอน 16.4.1 จนถงึ 16.4.3 แลว้ 

D2. ป่ันแยกเลอืดครบสว่นที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาท ี

D3. เก็บพลาสมา (และเก็บรกัษาไวต้ามความจาํเป็น - ด ู16.3.4 ถงึ 16.3.7) จากแต่ละหลอดจนถงึภายในประมาณ 5
 มม. จากช ัน้บฟัฟีโคต้ 
(ซึง่จะเห็นไดอ้ยา่งชดัเจนในผูป่้วยสว่นใหญ ่นอกเสยีจากวา่ผูป่้วยมภีาวะนิวโทรฟิล/ลมิโฟไซตต์ํ่าอยา่งรนุแรง) 

D4. หาความจแุละจาํนวนของหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีจ่ะตอ้งใชส้าํหรบั  
PTID-สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดแต่ละชดุ หา้มรวมตวัอยา่งจาก PTID/ 
สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดทีแ่ตกต่างกนั โดยทั่วไปแลว้: 
• บฟัฟีโคต้จากหลอดเก็บเลอืดขนาด 10 มล. สองหลอดสามารถรวมกนัลงในหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กี ้

นรปูกรวยขนาด 15 มล. หน่ึงหลอดได ้
• บฟัฟีโคต้จากหลอดเก็บเลอืดขนาด 10 มล. ไม่เกนิหกหลอดสามารถรวมกนัลงในหลอดสาํหรบัการป่ันแยก

ทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล. หน่ึงหลอดได ้

D5. ทําฉลาก PTID ใส ่หลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยแต่ละหลอด 

D6. เตมิ WDR ลงไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยทีป่ราศจากเชือ้แต่ละหลอด  
ความจุของหลอดสําหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รูปกรวย (มล.) ปรมิาตรของ WDR (มล.) 

15 3 
50 10-15 
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D7. จบัหลอดทีถ่กูนําพลาสมาออกแลว้ (ซึง่ขณะนีม้พีลาสมาทีห่ลงเหลอืเล็กนอ้ยและเซลลท์ีอ่ดัแน่น) 
ใหท้ํามุมประมาณ 30° องศา  

D8. ใชปิ้เปตโพลโีพรพลินีแบบใชแ้ลว้ทิง้ทีป่ราศจากเชือ้ขนาด 2.5 มล. ซึง่มรีกูวา้งเพือ่เก็บบฟัฟีโคต้ ดดูบฟัฟีโคต้โ
ดยขยบัดา้นลา่งของหลอดใหต้ํ่าลง ดูดพลาสมาชา้ๆ ตามดว้ยบฟัฟีโคต้ซึง่จะ "เลือ่น" ลงไปตามช ัน้เซลลเ์ม็ดเลอื
ดแดงทีอ่ดัแน่น (สิง่ทีด่ดูไดป้ระมาณ 1.5 มล.) ถา่ยบฟัฟีโคต้ไปยงัหลอดทีม่ ีWDR ลา้งปิเปต 2 ถงึ 3 คร ัง้ดว้ยสาร
แขวนลอยของ WDR/เซลล ์ 

D9. เก็บและรวมบฟัฟีโคต้จากหลอดทีเ่หลอืสาํหรบัชดุ PTID-สารตา้นการแข็งตวัของเลอืดน้ัน  

D10. Q.S. สารแขวนลอยของ WDR/เซลลด์ว้ย WDR เพิม่เตมิจนไดป้รมิาตรทีต่อ้งการสาํหรบัการดําเนินการแยกเซล
ลโ์ดยใชเ้กรเดยีนตข์องความหนาแน่น คอ่ยๆ ผสมบฟัฟีโคต้ทีร่วมกนั 3 ถงึ 4 คร ัง้ดว้ยปิเปต 

D11. ดําเนินการแยกเซลลโ์ดยใชเ้กรเดยีนตข์องความหนาแน่นตอ่ทีข่ ัน้ตอน 16.4.6 ของ SOP สาํหรบั 16.4.6 คําวา่ “
เลอืดทีถ่กูเจอืจางแลว้” หมายถงึ “บฟัฟีโคต้” 

 
วสัดุเพิม่เตมิทีจ่าํเป็น: ปิเปตโพลโีพรพลินีทีป่ราศจากเชือ้ขนาด 2.5 มล. ซึง่มรีกูวา้ง 
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ภาคผนวก จ: คู่ม อืฉบบัย ่อสาํหรบั SOP สาํหรบั PBMC—CSTFB  
กาํหนดใหม้กีารใชต้ารางงานสําหรบัการดาํเนินการกบั PBMC และ LDMS ส ําหรบัเครอืข า่ยท ัง้หมด (ดูรายละเอยีดใ
นบทที ่5) กอ่นทีจ่ะใชคู้่มอืฉบบัยอ่นีเ้ป็นคร ัง้แรก ใหแ้น่ใจวา่ไดท้บทวนหมายเหตแุละรายละเอยีดทีส่าํคญั และแนวทางทีจ่าํเพา
ะตอ่เครอืขา่ยใน SOP สาํหรบั PBMC ฉบบัสมบูรณแ์ลว้ 

ขัน้ตอน (ปรมิาณสาํหรบัปรมิาตรตวัอยา่งทีน่อ้ยกวา่จะถกูทําใหเ้ป็นตวัเอยีง) 

การอา้งอิ
งกบั 
SOP 

1. เตรยีมและทําให ้CPS เย็น 11.2 

2. เตรยีมตวัอยา่งเลอืดครบสว่น สารทําปฏกิริยิา และวสัดภุณัฑ ์ 15.2 

3. หากกาํหนดใหม้พีลาสมาในรปูสว่นลงตวัตามคาํแนะนําของโครงการวจิยั: 
a. ป่ันแยกเลอืดครบสว่นที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาท ี
b. ทําเคร ือ่งหมายปรมิาตรของเลอืดทัง้หมดตรงกบัพืน้ผวิดา้นบนสดุของเลอืด จากน้ันถา่ยพลาสมาไปยงัหลอด

สาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 15 มล. หรอื 50 มล. สาํหรบัการดําเนินการตอ่ไป (800 ถงึ 1200 x g
 เป็นเวลา 10 นาท ีอาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้ 

c. เตมิ WDR ในปรมิาณทีเ่พยีงพอเพือ่ทําใหเ้ลอืดกลบัคนืมามปีรมิาตรของเลอืดครบสว่นเดมิ ผสมเบาๆ และดําเ
นินการกบั PBMC ต่อไป 

15.3 

4. เตมิ WDR 5 มล. (2 มล.) ลงไปใน CSTFB แต่ละหลอด 
5. ถา่ยเลอืด 12 ถงึ 22 มล. (4 ถงึ 5 มล.) ใสใ่น CSTFB ทีต่ดิฉลากไวแ้ลว้ 
6. เตมิ WDR ทีใ่ชล้า้งหลอดและ WDR สดุทา้ยลงไปใน CSTFB จนไดไ้ม่เกนิ 30 มล. (7.5 มล.) (WDR + เลอืดครบสว่น

) 

15.4 

7. ป่ันแยกที ่800 ถงึ 1000 x g เป็นเวลา 15 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ โดยปิดเบรก  
8. ตรวจสอบหลอดเพือ่ดูวา่มปัีญหาทีอ่าจเกดิขึน้ไดห้รอืไม่ 
9. เก็บบฟัฟีโคต้จาก CSTFB แต่ละหลอดไปใสใ่นหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล.(15 มล.) หน่ึ

งหลอดทีเ่ขา้คู่กนั  

15.5 

10. เตมิ WDR เพือ่ QS ใหไ้ดป้รมิาตรทัง้หมด 45 มล. (10 มล.) และผสมเบาๆ 
11. การลา้งคร ัง้ที ่#1—ป่ันแยกที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้  
12. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล!์  
13. คอ่ยๆ เอาสว่นเหนือตะกอนออกโดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์

17.1 

14. แขวนลอยตะกอนเซลลใ์หม่ใน WDR ในปรมิาณเล็กนอ้ยเพือ่ทําใหไ้ดเ้ป็นสารแขวนลอยของเซลลท์ีเ่ป็นเนือ้เดยีว 
15. รวมสารแขวนลอยของตะกอนไม่เกนิ 4 ชดุลงในหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล. (2 ชดุลงใ

นหลอดขนาด 15 มล.) หน่ึงหลอด  
16. เตมิ WDR ทีใ่ชล้า้งหลอดและ WDR สดุทา้ยทีม่ปีรมิาตร 45 มล. (10 มล.) ลงไปในหลอดของเซลล ์
17. การลา้งคร ัง้ที ่#2—ป่ันแยกที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้ 
18. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล!์  
19. คอ่ยๆ เอาสว่นเหนือตะกอนออกโดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์

17.2 

20. คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การนับของ WDR (V)  
21. รวมตะกอนเซลลล์งในหลอดเดยีวโดยใช ้WDR ในปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ น่ีเป็นปรมิาตรซึง่เป็นพืน้ฐานของจาํน

วนเซลล ์
22. นับและคํานวณจาํนวนของเซลลท์ัง้หมด 
23. คํานวณเซลลท์ีไ่ดใ้นหน่วยเซลล/์มล. ของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ด ้

17.3 

24. คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ CPS ขัน้สดุทา้ย ตรวจสอบการคํานวณ 17.4 

25. ดําเนินการพมิพ ์การตดิฉลาก และการตรวจสอบคุณภาพหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งใหเ้สรจ็สิน้กอ่นการป่ันแยกขัน้
สดุทา้ย  

17.5 

26. ป่ันแยกที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้ 17.6 
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กระบวนการดาํเนินการมาตรฐาน 
สาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC แบบขา้มเครอืขา่ย 

ขัน้ตอน (ปรมิาณสาํหรบัปรมิาตรตวัอยา่งทีน่อ้ยกวา่จะถกูทําใหเ้ป็นตวัเอยีง) 

การอา้งอิ
งกบั 
SOP 

27. คอ่ยๆ เอาสว่นเหนือตะกอนออกโดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์ 
28. คอ่ยๆ แขวนตะกอนใหม่ใน CPS ทีเ่ย็น (Vf) ในขณะทีห่มุนหลอดเป็นวงกลมเพือ่ใหม้กีารกระจายตวัอยา่งสม่ําเสมอ

 ขอแนะนําใหด้ําเนินการบนนํา้แข็ง 
29. คอ่ยๆ แบ่งใหไ้ด ้CPS-เซลลใ์นรปูสว่นลงตวั 

17.7 

30. ขนยา้ยหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งทัง้หมดไปยงัอุปกรณแ์ชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีถ่กูควบคุมในทนัท ี(<10 นาท)ี 
และเร ิม่การแชแ่ข็ง 

17.8 

31. หลงัจากระยะเวลาทีเ่หมาะสม ขนยา้ยหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งไปยงัอุปกรณเ์ก็บรกัษาทีศู่นยว์จิยั และขนสง่ภายใน
ระยะเวลาทีก่าํหนดไวโ้ดยเครอืขา่ย 
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32. สาํหรบั HVTN ตรวจสอบตารางงานสาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC เพือ่ดคูวามสมบูรณแ์ละความถกูตอ้ง 19.1 

 
ภาคผนวก ฉ: คู่ม อืฉบบัย ่อสาํหรบั SOP สาํหรบั PBMC—การใสด่า้นบนดว้ยมอื 
กาํหนดใหม้กีารใชต้ารางงานสําหรบัการดาํเนินการกบั PBMC และ LDMS ส ําหรบัเครอืข า่ยท ัง้หมด (ดูรายละเอยีดใ
นบทที ่5) กอ่นทีจ่ะใชคู้่มอืฉบบัยอ่นีเ้ป็นคร ัง้แรก ใหแ้น่ใจวา่ไดท้บทวนหมายเหตแุละรายละเอยีดทีส่าํคญั และแนวทางทีจ่าํเพา
ะตอ่เครอืขา่ยใน SOP สาํหรบั PBMC ฉบบัสมบูรณแ์ลว้ 

ขัน้ตอน (ปรมิาณสาํหรบัปรมิาตรตวัอยา่งทีน่อ้ยกวา่จะถกูทําใหเ้ป็นตวัเอยีง) 

การอา้ง
องิกบั 
SOP 

1. เตรยีมและทําให ้CPS เย็น 11.2 

2. เตรยีมตวัอยา่งเลอืดครบสว่น สารทําปฏกิริยิา และวสัดภุณัฑ ์ 16.2 

3. หากกาํหนดใหม้พีลาสมาในรปูสว่นลงตวัตามคาํแนะนําของโครงการวจิยั: 
a. ป่ันแยกเลอืดครบสว่นที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาท ี
b. ทําเคร ือ่งหมายปรมิาตรของเลอืดทัง้หมดตรงกบัพืน้ผวิดา้นบนสดุของเลอืด จากน้ันถา่ยพลาสมาไปยงัหลอด

สาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 15 มล. หรอื 50 มล. สาํหรบัการดําเนินการตอ่ไป (800 ถงึ 1200 x g
 เป็นเวลา 10 นาท ีอาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้  

c. เตมิ WDR ในปรมิาณทีเ่พยีงพอเพือ่ทําใหเ้ลอืดกลบัคนืมามปีรมิาตรของเลอืดครบสว่นเดมิ ผสมเบาๆ และดําเ
นินการกบั PBMC ต่อไป 

16.3 

4. ยา้ยเลอืดครบสว่นไปยงัหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล. (15 มล.) และเจอืจางดว้ย WDR ตา
มความจาํเป็น 

5. ใสเ่ลอืดลงดา้นบนของตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดยีนตข์องความหนาแน่นอยา่งระมดัระวงัและอยา่งชา้ๆ 
(วธิกีารใสด่า้นลา่งเป็นทางเลอืกหน่ึงทีไ่ดร้บัการอนุมตั)ิ 

16.4 

6. ป่ันแยกที ่400xg เป็นเวลา 30 นาท ีโดยปิดเบรก 
7. ตรวจสอบหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยแตล่ะหลอดเพือ่ดวูา่มปัีญหาทีอ่าจเกดิขึน้ไดห้รอืไม่ 
8. เก็บบฟัฟีโคต้จากแต่ละหลอดไปใสใ่นหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล.(15 มล.) หน่ึงหลอด

ทีเ่ขา้คู่กนั 

16.5 

9. เตมิ WDR เพือ่ QS ใหไ้ดป้รมิาตรทัง้หมด 45 มล. (10 มล.) และผสมเบาๆ 
10. การลา้งคร ัง้ที ่#1—ป่ันแยกที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้  
11. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล!์  
12. คอ่ยๆ เอาสว่นเหนือตะกอนออกโดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์

17.1 

13. แขวนลอยตะกอนเซลลใ์หม่ใน WDR ในปรมิาณเล็กนอ้ยเพือ่ทําใหไ้ดเ้ป็นสารแขวนลอยของเซลลท์ีเ่ป็นเนือ้เดยีว 
14. รวมสารแขวนลอยของตะกอนไม่เกนิ 4 ชดุลงในหลอดสาํหรบัการป่ันแยกทีม่กีน้รปูกรวยขนาด 50 มล. (2 ชดุลงใ

นหลอดขนาด 15 มล.) หน่ึงหลอด  
15. เตมิ WDR ทีใ่ชล้า้งหลอดและ WDR สดุทา้ยทีม่ปีรมิาตร 45 มล. (10 มล.) ลงไปในหลอดของเซลล ์
16. การลา้งคร ัง้ที ่#2—ป่ันแยกที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้ 

17.2 
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กระบวนการดาํเนินการมาตรฐาน 
สาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC แบบขา้มเครอืขา่ย 

ขัน้ตอน (ปรมิาณสาํหรบัปรมิาตรตวัอยา่งทีน่อ้ยกวา่จะถกูทําใหเ้ป็นตวัเอยีง) 

การอา้ง
องิกบั 
SOP 

17. ตรวจสอบหาตะกอนเซลล!์  
18. คอ่ยๆ เอาสว่นเหนือตะกอนออกโดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์

19. คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่เพือ่การนับของ WDR (V)  
20. รวมตะกอนเซลลล์งในหลอดเดยีวโดยใช ้WDR ในปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ น่ีเป็นปรมิาตรซึง่เป็นพืน้ฐานของจาํน

วนเซลล ์
21. นับและคํานวณจาํนวนของเซลลท์ัง้หมด 
22. คํานวณเซลลท์ีไ่ดใ้นหน่วยเซลล/์มล. ของเลอืดครบสว่นทีใ่ชไ้ด ้

17.3 

23. คํานวณปรมิาตรทีแ่ขวนลอยใหม่ของ CPS ขัน้สดุทา้ย ตรวจสอบการคํานวณ 17.4 

24. ดําเนินการพมิพ ์การตดิฉลาก และการตรวจสอบคุณภาพหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งใหเ้สรจ็สิน้กอ่นการป่ันแยกขัน้
สดุทา้ย  

17.5 

25. ป่ันแยกที ่200 ถงึ 400 x g เป็นเวลา 10 นาททีีอุ่ณหภูม ิ15 ถงึ 30°ซ (อาจใชเ้บรกหรอืไม่ก็ได)้ 17.6 

26. คอ่ยๆ เอาสว่นเหนือตะกอนออกโดยไม่ใหร้บกวนตะกอนเซลล ์ 
27. คอ่ยๆ แขวนตะกอนใหม่ใน CPS ทีเ่ย็น (Vf) ในขณะทีห่มุนหลอดเป็นวงกลมเพือ่ใหม้กีารกระจายตวัอยา่งสม่ําเสมอ

 ขอแนะนําใหด้ําเนินการบนนํา้แข็ง 
28. คอ่ยๆ แบ่งใหไ้ด ้CPS-เซลลใ์นรปูสว่นลงตวั 

17.7 

29. ขนยา้ยหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งทัง้หมดไปยงัอุปกรณแ์ชแ่ข็งทีม่อีตัราการแชแ่ข็งทีถ่กูควบคุมในทนัท ี(<10 นาท)ี 
และเร ิม่การแชแ่ข็ง 

17.8 

30. หลงัจากระยะเวลาทีเ่หมาะสม ขนยา้ยหลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งไปยงัอุปกรณเ์ก็บรกัษาทีศู่นยว์จิยั และขนสง่ภายใน
ระยะเวลาทีก่าํหนดไวโ้ดยเครอืขา่ย 
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31. สาํหรบั HVTN ตรวจสอบตารางงานสาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC เพือ่ดคูวามสมบูรณแ์ละความถกูตอ้ง 19.1 
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กระบวนการดาํเนินการมาตรฐาน 
สาํหรบัการดาํเนินการกบั PBMC แบบขา้มเครอืขา่ย 

ภาคผนวก ช : สารท ําปฏกิริ ยิาและวสัดุภณัฑ ท์ ีใ่หไ้วเ้ป็นตวัอย ่าง  

หมายเหต :ุ จะตอ้งจดัซือ้สารทําปฏกิริยิาท ัง้หมดในรูปทีป่ราศจากเชือ้และกําหนดใหม้กีารใชเ้ท
คนิคทีป่ราศจากเชือ้ 
สารทาํปฏกิริยิา/วสัดภุณั
ฑ ์

ตวัอยา่ง อาจเลอืกใชไ้ด/้กาํหนดใหม้ ี

หลอดสาํหรบัการแยกเซลล ์
ทีม่ตีวัก ัน้แบบฟรติ (CSTFB) 
ซึง่มกีารเตมิสารไวล้ว่งหนา้ที่
มตีวักลางสาํหรบัการทําเกรเ
ดยีนตข์องความหนาแน่น 1.
077 

• Accuspin™ System  
Histopaque®-1077 

• Ficoll-Paque™ PLUS  

อาจเลอืกใชไ้ด ้

CSTFB ทีแ่หง้ • หลอดสาํหรบัการแยก Accuspin™  
• หลอดสาํหรบัการแยก Leucosep®  

อาจเลอืกใชไ้ด ้

ตวักลางสาํหรบัการทําเกรเดี
ยนตข์องความหนาแน่น 1.0
77 

• Ficoll-Paque PLUS และ PREMIUM  
• Lymphoprep™  
• ตวักลางสาํหรบัการแยกลมิโฟไซต ์

(Lymphocyte Separation 
Media) – LSM ™  

อาจเลอืกใชไ้ด ้
 

ไดเมทลิซลัฟอกไซด ์(DMS
O) เกรดสาํหรบัการเพาะเลีย้
งเซลล ์

• Hybrimax, Sigma-Aldrich 
ประเภท# D2650 ทีผ่่านการทดสอบ
ชวีพษิภายในตวั (endotoxin) 
และการทดสอบไฮบรโิดมา 
(hybridoma) 

อาจเลอืกใชไ้ด ้

ซรีมัจากตวัออ่นววั (FBS)  ACTG, IMPAACT และ HPTN: ดูขอ้มูลเกีย่วกบั
ชดุทีผ่ลติทีร่บัรองความเทีย่งตรงโดย IQA ในปั
จจบุนั 
HVTN และ MTN: ใชช้ดุทีผ่ลติทีร่บัรองความเที่
ยงตรงโดย HVTN หากไม่สามารถเขา้ถงึหรอืนํา
เขา้ชดุทีผ่ลติทีร่ะบุโดย 
HVTN ตรวจสอบกบั HVTN/MTN เพือ่หาทางเลื
อกอืน่ๆ 

หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็ง 
 

• หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งโพลโีพรพลิี
น Corning® ทีม่เีกลยีวอยูภ่ายนอกข
นาด 2 มล. ตัง้ไดแ้ละมกีน้หลอดโคง้
มน #430659 

• หลอดโพลโีพรพลินี (PP) Nunc 
CryoTubes™ ทีม่เีกลยีวอยูภ่ายในแล
ะมฝีาเกลยีว #377267 

• หลอดสาํหรบัการแชแ่ข็งพลาสตกิ 
WHEATON Cryule® ทีม่เีกลยีวอยูภ่า
ยนอก #985742 

• หลอดขนาดเล็กแบบฝาเกลยีว SARS
TEDT ทีม่เีกลยีวอยูภ่ายนอก #72.69
4.006 

อาจเลอืกใชไ้ด ้
 
หมายเหตุสาํหรบัหลอดไมโครทวิป์ฝาเกลยีว 
SARSTEDT: 
ผูผ้ลติใหก้ารอนุมตัเิป็นลายลกัษณอ์กัษรสาํหร ั
บการเก็บรกัษาในทีเ่ย็นสงูสดุถงึ -86°ซ เท่าน้ัน 
แต่เครอืขา่ยมขีอ้มูลประวตัเิพยีงพอทีพ่สิจูนย์นื
ยนัไดว้า่การใชห้ลอดเหลา่นีส้าํหรบัการถนอมร ั
กษาดว้ยการแชแ่ข็งของ PBMC 
ยงัคงรกัษาสภาวะปกตไิวไ้ด ้ดงัน้ัน 
หลอดเหลา่นีย้งัคงไดร้บัอนุมตัสิาํหรบัการถนอ
มรกัษาดว้ยการแชแ่ข็งของ PBMC 

ฉลากสาํหรบัการแชแ่ข็ง 
 

• Cryo-Tags® และ Cryo-Babies® 
Brady B461 หรอื B490 

อาจเลอืกใชไ้ด ้
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• ฉลากสาํหรบัตูแ้ชแ่ข็ง Shamrock 
ปากกาทําเคร ือ่งหมาย • ปากกาทําเคร ือ่งหมาย Fisherband*  

#13-379 
• Nalgene® ปากกาสาํหรบัหอ้งปฏบิตัิ
การ/ปากกาทําเคร ือ่งหมายสาํหรบัห ้
องปฏบิตักิาร #6310/#6311 

อาจเลอืกใชไ้ด ้
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ภาคผนวก ซ : ประวตักิารแกไ้ข  จากเวอรช์ ัน่  5.0ไปเป็น  6.0 
 
เวอรช์ ัน่ 
วนัทีม่ผีลบงั
คบัใช ้
(วว/ดด/ปป) ความคดิเห็น 
6.0 
30 เมษายน 
2018 

การอนุมตั ิ Grace Aldrovandi ทําหนา้ทีแ่ทน Bob Coombs สาํหรบัการอนุญาต ACTG John 
Hural ทําหนา้ทีแ่ทน Constance Ducar สาํหรบัการอนุญาต HVTN Edward Livant 
ทําหนา้ทีแ่ทน Charlene Dezzutti สาํหรบัการอนุญาต MTN 

8.1.4 มกีารเพิม่เพยีงขอ้กาํหนดเพิม่เตมิทีไ่ดร้บัในบนัทกึเมือ่วนัที ่7 ตุลาคม 2016 
สาํหรบัหอ้งปฏบิตักิารของ ACTG และ IMPAACT เท่าน้ัน อกีทัง้ 
มกีารเพิม่ขอ้กาํหนดทีเ่กีย่วขอ้งกบัขวดแชแ่ข็งเพิม่เตมิสาํหรบัเครอืขา่ยทัง้หมดดว้ย 

18.2.1 มกีารเพิม่แนวทางเพิม่เตมิทีเ่กีย่วขอ้งกบัจดุตัง้อุณหภูมแิชแ่ข็งของตูแ้ชแ่ข็ง 
ภาคผนวก D เปลีย่น “WBC สว่นมาก…” เป็น “WBC สว่นใหญ่…” 
ภาคผนวก G เพิม่ขอ้มูลเพิม่เตมิในสว่นขวดแชแ่ข็งทีเ่กีย่วขอ้งกบัการใชห้ลอดไมโครทวิป์ฝาเกลยีว 

SARSTEDT 
5.2 
22 กนัยายน 
2014 

5.1.3 เปลีย่น"หอ้งปฏบิตักิารอาจใชต้ารางงานสําหรบัการดาํเนินการกบั PBMC ของ HV
TN หรอืปรบัตารางงานดงักลา่วใหเ้หมาะสมกบัขัน้ตอนของหอ้งปฏบิตักิารน้ัน หากหอ้งป
ฏบิตักิารเลอืกทีจ่ะสรา้งตารางงานสาํหรบัการดําเนินการกบั PBMC และวสัดุในการตดิตา
มเสรมิ(เชน่ LDMS หรอืตารางงานหรอืบนัทกึแยกต่างหาก) ของตนเองขึน้มา หอ้งปฏบิตัิ
การจะใชแ้นวทางดา้นลา่ง " เป็น " หอ้งปฏบิตักิารอาจใช ้HVTN PBMC ประมวลผลขอ้มูล 
ปรบัเปลีย่นไปตามขอ้กาํหนดของเครอืข่ายทีส่อดคลอ้ง 
และเหมาะสมสําหรบักระบวนงานของหอ้งปฏบิตักิาร 
ถา้เลอืกหอ้งปฏบิตักิารเพือ่พฒันาตวัเองแผ่นแปรรูป PBMC และตดิตามเสรมิวสัดุ (เชน่ 
LDMS หรอืแผ่นงานทีแ่ยกต่างหาก หรอืล็อก) หอ้งปฏบิตักิารจะใชแ้นวทางดา้นล่าง" 

5.1 
30 กรกฎาคม  
2014 

5.1.3 แนวทางการตดิตาม PBMC ประมวลผลแผนภูม-ิ: รวมเซลลห์มายเลข: "( 
ไม่จาํเป็นสาํหรบั HVTN) " เขา้มาตดิกบั N  

16.4.5 หมายเหตุถกูละเวน้เน่ืองจากมเีป็นไม่ frit ในท่อทรงกรวยเมือ่ทําการซอ้นทบัดว้ยตนเอง 
หรอื underlay  

16.4.6 ขอ้มูลอา้งองิสาํหรบัวธิกีารโอเวอรเ์ลยถ์กูเปลีย่น 16.4.6.1 และวธิ ีUnderlay 16.4.6.2 
18.1 เพิม่เวลาการเก็บและการยา้ยสาํหรบั HPTN, IMPAACT และ MTN. 
14, 18.1, 
18.3, 18.3.1 

เปลีย่น "LN2 /-150o ซ 
กลแชแ่ข็ง" เป็น "LN2 dewar หรอื ตูแ้ชแ่ข็งเชงิกล (Mechanical Freezer) ทีม่อีุณหภูม ิ-
150o ซ" 

18.3 ปรบัภาษาการเก็บ PBMCs ในถงั LN2 dewar 
หรอืตูแ้ชแ่ข็งเชงิกล (Mechanical Freezer) ทีม่อีุณหภูม ิ-150°ซ และยกเลกิ "นานกวา่ 4 
สปัดาห"์ 

18.3.1-18.3.2 เปลีย่นเวลาการยา้ย PBMC จาก "วนัทํางานถดัไป" เป็น "ภายใน 72 ช ัว่โมง" 
18.3.1 เปลีย่น “LN2 /-150o ซ” เป็น “LN2 หรอื -150o ซ"  
22, 24.2 เลอืก RPMI ถูกลบ 
ภาคผนวก E, 
F 

การอา้งองิขัน้ตอน 1 SOP “11.3” การ “11.2” 

ภาคผนวก E การอา้งองิขัน้ตอน 31 SOP “18 หรอื 19” การ “18” 
ภาคผนวก E ขัน้ตอนเปลีย่นแปลง 32 SOP อา้งองิจาก "19.2" ถงึ "19.1" 
ภาคผนวก E เปลีย่นแปลงงบ 32 ขัน้ตอนการ "กรอกขอ้มูลประมวลผล PBMC โดยเครอืขา่ย" 
ภาคผนวก F ขัน้ตอน 9-12: เปลีย่น “16.1” ถงึ “17.1” 
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ภาคผนวก F ขัน้ตอน 13-18: เปลีย่น “16.2” ถงึ“17.2” 
ภาคผนวก F ขัน้ตอน 19-22: เปลีย่น “16.3” ถงึ“17.3” 
ภาคผนวก F การอา้งองิขัน้ตอน 30 SOP “18 หรอื 19” ถงึ “18” 
ภาคผนวก F ขัน้ตอนเปลีย่นแปลง 31 อา้งองิจาก "19.2" ถงึ "19.1" 
ภาคผนวก F เปลีย่นแปลงงบ 32 ขัน้ตอนการ "กรอกขอ้มูลประมวลผล PBMC โดยเครอืขา่ย" 

5.0 
1 พฤษภาคม 
2014 
 
 

การอนุมตั ิ Grace Aldrovandi แทนที ่Susan Fiscus สาํหรบัการอนุญาต IMPAACT 
5.1.3 ผงัแนวทางสาํหรบัการตดิตามการดาํเนินการกบั PBMC: คําแนะนํา: “L = กาํหนดใหม้กีา

รตดิตามใน LDMS 
โดย LDMS” เปลีย่นเป็น “L= ฟิลดท์ีต่อ้งระบุใน LDMS สาํหรบัสิง่สง่ตรวจในเครอืขา่ย” 

5.1.3 ตารางแนวทางสาํหรบัการตดิตามการดําเนินการกบั PBMC: “หมายเลขสิง่สง่ตรวจ LDM
S” เปลีย่นเป็น  
“ID สาํหรบัใชท้ั่วโลกของสิง่สง่ตรวจใน LDMS” 

5.1.3 ชอ่งทีเ่ตมิสเีทาเพือ่ระบุวา่ขอ้มูลไม่จาํเป็นตอ้งใชน้ั้นเปลีย่นจากสเีทาเป็นสดีํา  
7.1.8 เพิม่ HPTN และ MTN 
10.2 ทางเลอืกสาํหรบัการใช ้RMPI เป็นสิง่ทดแทนน้ันถกูเอาออก 
14 การเปลีย่นแปลงการจดัรปูแบบ 
18 และ 19 รวมคําแนะนําเร ือ่งการจดัเก็บช ัว่คราวหรอืเก็บประจาํทีแ่หลง่ศกึษาจากสองสว่นใหเ้ป็นห

น่ึงสว่น ซึง่คอืสว่นที ่18 
19 คําและประโยคทีใ่ชอ้ธบิายการดาํเนินการทีซ่ ํา้กนัในในสว่นที ่18 และสว่นที ่19 ถกูแยกแ

ละแยกเป็นสว่นเดยีวโดดๆ  
ภาคผนวก ซ: ลบการเปลีย่นแปลงอืน่ๆ ในประวตัเิวอรช์ ัน่ เหลอืเพยีงการเปลีย่นแปลงในเวอรช์ ัน่ปัจจบุนั

ทีเ่หมาะสมกบัเอกสารนีเ้ทา่น้ัน 
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	6.5.2.3 หากเซลล์ที่ได้ต่ำกว่าช่วงที่คาดไว้อย่างมีนัยสำคัญ ให้เก็บรักษา PBMC โดยใส่หมายเหตุอย่างเหมาะสมและติดต่อคลินิกเพื่อขอสิ่งส่งตรวจทดแทนหากเป็นไปได้ สำหรับ HVTN หากเซลล์ที่ได้ ≤0.4 x 106 เซลล์/มล. ให้ติดต่อคลินิกเพื่อขอสิ่งส่งตรวจทดแทนหากเป็นไปได้


	6.6 สิ่งส่งตรวจที่ยอมรับไม่ได้
	6.6.1 สิ่งส่งตรวจที่ไม่ติดฉลากหรือติดฉลากผิดจะถูกปฏิเสธ
	6.6.2 สิ่งส่งตรวจที่รั่ว


	7 อุปกรณ์
	7.1 การเตรียมและการดำเนินการ
	7.1.1 ตู้เพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพ (biosafety cabinet, BSC) ประเภทที่ 2 ตามที่กำหนดโดยห้องปฏิบัติการ (P2, P2.5 หรือ P3)
	7.1.2 เครื่องปั่นแยกที่มีความเร็วต่ำ (สามารถปั่นแยกที่ 300 ถึง 1000 x g) ที่มีโรเตอร์ที่มีถ้วยใส่หลอดแบบเหวี่ยงไปมา (swinging bucket rotor) ควรเป็นแบบมีระบบทำความเย็น แต่ที่ใช้อุณหภูมิโดยรอบก็ยอมรับได้
	7.1.3 ไมโครปิเปต โดยมีช่วงตั้งแต่ 20, 200, 1000 (ไมโครลิตร
	7.1.4 อุปกรณ์ช่วยปิเปต (Pipet-Aid) (ควรเป็นแบบไร้สาย) สำหรับปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใช้แล้วทิ้ง
	7.1.5 ตู้แช่เย็นที่มีอุณหภูมิระหว่าง 2 ถึง 8 ซ
	7.1.6 ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -20 ซ (หรือต่ำกว่านั้น) ที่ไม่มีการละลายน้ำแข็งอัตโนมัติ (สำหรับการเก็บรักษา FBS)
	7.1.7 ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -80 ซ (-65 ถึง -95(ซ) สำหรับการเก็บรักษา PBMC ในระยะสั้น
	7.1.8 ตู้แช่แข็งเชิงกลที่มีอุณหภูมิ -150 ซ (สำหรับ IMPAACT, HPTN และ MTN หากไม่มีถังแช่แข็ง LN2 สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว)
	7.1.9 อ่างควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิระหว่าง 37 ถึง 56 ซ (สำหรับการทำให้ FBS หมดฤทธิ์ด้วยความร้อน หากจำเป็น)
	7.1.10 ถังหรือบีกเกอร์สำหรับสารฟอกขาวหรือสารฆ่าเชื้ออื่นๆ สำหรับการล้างปิเปตหากกำหนดให้มีโดยหลักปฏิบัติเพื่อความปลอดภัยของท้องถิ่น

	7.2 อุปกรณ์สำหรับไนโตรเจนเหลว (LN2) (หากกำหนดให้มีโดยเครือข่าย)
	7.2.1 ถังเก็บรักษา LN2 (≤ -140 ซ)
	7.2.2 อุปกรณ์ขนส่งแบบแห้งสำหรับ LN2 ที่ได้รับการอนุมัติจาก IATA

	7.3 การนับเซลล์ (เลือกหนึ่งในทางเลือกต่อไปนี้)
	7.3.1 เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติที่สามารถนับจำนวนเซลล์ที่มีชีวิต (Beckman-Coulter Vi-Cell, Guava PCA® หรือสิ่งที่เทียบเท่ากัน)
	7.3.2 เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติที่ไม่สามารถแยกแยะเซลล์ที่มีชีวิต (Coulter Counter, Abbott Cell-Dyn®, Sysmex® หรือสิ่งที่เทียบเท่ากัน)
	7.3.3 ช่องสำหรับนับเซลล์ด้วยมือ (ฮีมาไซโตมิเตอร์) และกล้องจุลทรรศน์ชนิดไลต์ฟีลด์

	7.4 การเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง
	7.4.1 Stratagene StrataCooler® Cryo
	7.4.2 biocision® CoolCell
	7.4.3 NALGENE® Mr. Frosty ภาชนะบรรจุสำหรับการแช่แข็งที่มีอัตราการแช่แข็ง 1(ซ/นาที
	7.4.4 ตู้แช่แข็งที่มีอัตราการแช่แข็งที่มีการควบคุม เช่น ตู้แช่แข็ง CryoMed® Freezing Chamber (Gordinier)


	8 สิ่งที่ใช้แล้วทิ้ง
	8.1 พลาสติก
	8.1.1 ปิเปตทางซีรัมวิทยาแบบใช้แล้วทิ้งขนาด 1, 5, 10, 25, 50 มล. ปราศจากเชื้อ
	8.1.2 ปลายปิเปตเพื่อความแม่นยำขนาด 20, 100, 200, 1000 ไมโครลิตร (ที่ปราศจากเชื้อ
	8.1.3 หลอดสำหรับการปั่นแยกแบบใช้แล้วทิ้งขนาด 15 และ 50 มล. ปราศจากเชื้อ มีก้นรูปกรวย มีขีดแสดงปริมาณ และทำจากโพลีโพรพิลีน
	8.1.4 หลอดสำหรับการแช่แข็งขนาด 1.8 ถึง 2 มล. มีฝาเกลียวที่มีวงแหวนรูปตัวโอซึ่งปราศจากเชื้อ ทำจากโพลีโพรพิลีนเท่านั้น วางตั้งได้ มีขีดบอกปริมาณ ป้องกันการรั่วไหลได้ ถูกผลิตขึ้นมาเพื่อการเก็บรักษาใน LN2 ในเฟสที่เป็นไอระเหย (ประมาณ -140(ซ)
	8.1.5 อาจเลือกใช้ขวดรูปชมพู่ที่ปราศจากเชื้อแบบใช้แล้วทิ้งที่มีคอขนาด 45 มม. ขนาด 250 ถึง 500 มล. สำหรับการรวมเลือดครบส่วนที่เจาะมาในปริมาตรมากๆ ก่อนการแยก PBMC
	8.1.6 อาจเลือกใช้ปิเปตสำหรับถ่ายสาร (transfer pipet) แบบพลาสติก ซึ่งปราศจากเชื้อ ขนาด 5 มล. ที่บรรจุอยู่ในซองแยก
	8.1.7 หากไม่ใช้หลอดสำหรับการแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (cell separation tubes with frit barriers, CSTFB) ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า จะกำหนดให้มี CSTFB เปล่า (ดูรายละเอียดเพิ่มเติมในหัวข้อ 9.2) หรือหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยแบบใช้แล้วทิ้งขนา...

	8.2 ปากกาทำเครื่องหมาย
	8.3 ฉลาก

	9 อุปกรณ์ป้องกันส่วนบุคคล
	9.1 เสื้อคลุมสำหรับใส่ในห้องปฏิบัติการ
	9.2 อุปกรณ์ป้องกันดวงตา
	9.3 ถุงมือไนไตรล์ชนิดไม่มีผงแป้งหรือถุงมือที่เทียบเท่า
	9.4 ถุงมือสำหรับการแช่แข็งและกระบังป้องกันใบหน้า (อาจมีแผ่นปิดคางหรือไม่ก็ได้) เป็นสิ่งจำเป็นหากท่านกำลังใช้ LN2

	10 น้ำยา
	10.1 กำหนดให้มีการจัดซื้อน้ำยาที่ปราศจากเชื้อและมีการใช้เทคนิคที่ปราศจากเชื้อ
	10.1.1 เก็บรักษาหลอดที่เปิดแล้วไว้ที่อุณหภูมิที่แนะนำโดยบริษัทผู้ผลิตจนกว่าจะใช้หรือจนถึงวันหมดอายุที่บริษัทผู้ผลิตกำหนด
	10.1.2 ทิ้งหากมีร่องรอยของการปนเปื้อนที่มองเห็นได้ เช่น มีลักษณะขุ่น

	10.2 น้ำยาาสำหรับการล้างและการเจือจาง (Wash Diluent Reagents, WDR)
	10.3 หลอดสำหรับการแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB)
	10.3.1 CSTFB ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า (ตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น 1.077)
	10.3.2 ทางเลือกสำหรับแทนระบบ CSTFB ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า:

	10.4 สารทำปฏิกิริยาสำหรับการแช่แข็ง
	10.4.1 ซีรัมจากตัวอ่อนวัว (Fetal Bovine Serum, FBS) ถ้าจะให้ดี ควรจะทำให้หมดฤทธิ์ด้วยความร้อน
	10.4.1.1 ตรวจสอบกับเครือข่ายที่เกี่ยวข้องในเรื่องของผู้จำหน่ายที่ควรเลือก FBS เพียงบางเครื่องหมายการค้าเท่านั้นที่เทียบเท่ากันได้ ปัญหาเกี่ยวกับการควบคุมคุณภาพ ความเป็นพิษ ที่มา และการขนส่ง/การนำเข้าจะต้องได้รับการจัดการแก้ไขก่อนการเปลี่ยนผู้จำหน่าย
	10.4.1.2 ขอหนังสือรับรองการวิเคราะห์จากผู้จำหน่ายสำหรับเก็บไว้เป็นบันทึกการควบคุมคุณภาพของห้องปฏิบัติการของท้องถิ่น
	10.4.1.3 FBS ที่เก็บรักษาแบบแช่แข็ง (≤ -20(ซ) สามารถใช้ได้จนถึงวันหมดอายุที่บริษัทผู้ผลิตกำหนด
	10.4.1.4 FBS ที่ถูกละลายและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 2 ถึง 8(ซ มีความคงตัวเป็นเวลาหนึ่งเดือนปฏิทิน

	10.4.2 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethylsulfoxide, DMSO) เกรดสำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์
	10.4.2.1 ตรวจสอบให้แน่ใจว่าได้ใช้ DMSO ในเกรดสำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ ดูตัวอย่างที่ตรงตามข้อกำหนดในภาคผนวก ช
	10.4.2.2 เก็บรักษาหลอดที่ยังไม่ได้เปิดที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30(ซ) ตรวจสอบที่หลอดเพื่อดูวันหมดอายุและทิ้งหากหมดอายุแล้ว
	10.4.2.3 หลังจากที่เปิดแล้ว DMSO ที่ยังไม่ได้เจือจางต้องมีความคงตัวที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30(ซ) เป็นเวลา 6 เดือน เมื่อได้รับการปกป้องให้พ้นจากแสงและความชื้น
	10.4.2.4 ใช้เทคนิคที่ปราศจากเชื้อเมื่อนำ DMSO ออกจากหลอดเพื่อหลีกเลี่ยงการปนเปื้อนที่อาจเกิดขึ้นได้
	10.4.2.5 ทิ้งหลอดที่เปิดแล้วหากสังเกตพบร่องรอยของการปนเปื้อนที่มองเห็นได้
	10.4.2.6 อาจแบ่งส่วนสารทำปฏิกิริยาให้ได้เป็นปริมาณที่ลงตัวเท่ากันเพื่อช่วยคงความปราศจากเชื้อ ติดฉลากส่วนลงตัว (aliquots) ด้วยคำว่า "DMSO" วันที่เปิด/วันที่แบ่งส่วน วันหมดอายุ (หกเดือนนับจากการเปิด) และชื่อย่อของเจ้าหน้าที่ทางเทคนิค ปกป้องส่วนลงตัวให้พ...

	10.4.3 สารฆ่าเชื้อ
	10.4.3.1 สารฆ่าเชื้อที่เป็นเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร หลอดสเปรย์
	10.4.3.2 สารฟอกขาว 10% โดยปริมาตร/ปริมาตร ถังหรือบีกเกอร์ และหลอดสเปรย์
	10.4.3.3 สารฆ่าเชื้ออื่นๆ ตามที่ระบุไว้โดยนโยบายของห้องปฏิบัติการของท้องถิ่น


	10.5 สารทำปฏิกิริยาสำหรับการนับเซลล์
	10.5.1 สารละลายสีทริแพนบลู 0.4%
	10.5.2 อาจเลือกใช้ได้: สามารถใช้สารละลายสีม่วงคริสตัลไวโอเล็ต 0.05% เพื่อย้อมสีนิวเคลียสของเซลล์ เพื่อที่ว่าจะได้สามารถระบุและนับเซลล์ที่มีนิวเคลียสเดียวโดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์ได้ หากจำเป็นต้องดูความมีชีวิต สามารถทำการนับด้วยมือครั้งที่สองโดยใช้สีทริแพน...


	11 การเตรียมสารทำปฏิกิริยา
	11.1 FBS ที่ทำให้หมดฤทธิ์ด้วยความร้อน (Heat-Inactivated FBS, HI-FBS)
	11.1.1 นำ FBS ออกจากตู้แช่แข็ง
	11.1.2 ถ้าจะให้ดี ควรจะละลายในตู้แช่เย็น (2 ถึง 8 ซ) หรือที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาหลายชั่วโมง ห้ามปล่อยให้ FBS อยู่ที่อุณหภูมิห้องนานกว่าที่จำเป็นในการดำเนินกระบวนการละลาย
	11.1.3 ค่อยๆ หมุนหลอดเป็นวงกลมสองหรือสามครั้งในช่วงของการละลาย
	11.1.4 หาก FBS ไม่ได้รับการทำให้หมดฤทธิ์โดยบริษัทผู้ผลิต ปฏิบัติตามคำแนะนำเพิ่มเติมเหล่านี้ หาก FBS ได้รับการทำให้หมดฤทธิ์โดยบริษัทผู้ผลิต ข้ามไปยังหัวข้อ 11.1.5
	11.1.4.1 วาง FBS ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ 56 ซ (55 ถึง 57 ซ) เฝ้าติดตามอุณหภูมิของอ่างควบคุมอุณหภูมิอย่างใส่ใจ อุณหภูมิที่สูงกว่านี้สามารถทำให้ส่วนประกอบของ FBS เสื่อมสภาพได้
	11.1.4.2 หมายเหตุ: ระดับน้ำในอ่างควบคุมอุณหภูมิควรจะเลยระดับของ FBS ในหลอดแต่ไม่ถึงฝาของหลอด การเป็นเช่นนี้จะช่วยให้แน่ใจว่ามีการให้ความร้อน FBS อย่างเสมอกันและช่วยหลีกเลี่ยงการปนเปื้อน
	11.1.4.3 เมื่ออ่างควบคุมอุณหภูมิมีอุณหภูมิกลับคืนมาที่ 56 ซ (55 ถึง57 ซ) ให้ความร้อนแก่ FBS เป็นเวลา 30 นาที และทำการผสมให้เข้ากันทุก 5 ถึง 10 นาที การให้ความร้อนเป็นระยะเวลานานกว่านี้สามารถทำให้ส่วนประกอบของ FBS เสื่อมสภาพได้
	11.1.4.4 หมายเหตุ: หากด้านบนของหลอดสัมผัสกับอ่างควบคุมอุณหภูมิ ให้เช็ดที่ด้านบนของหลอดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร ก่อนเปิด

	11.1.5 ผสม HI-FBS ให้เข้ากันอย่างเบาๆ แต่ทั่วถึงโดยใช้เทคนิคที่ปราศจากเชื้อ
	11.1.6 แบ่งส่วนลงในหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 50 มล. ที่ติดฉลากไว้ซึ่งปราศจากเชื้อ หรือแบ่งเป็นส่วนลงตัวอื่นๆ ที่เหมาะสมสำหรับงานที่คาดไว้
	11.1.7 แช่เย็น (2 ถึง 8 ซ) หลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวในจำนวนที่จำเป็นสำหรับงานที่คาดไว้ ผสมให้เข้ากันดีก่อนใช้ สามารถเก็บหลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวซึ่งยังไม่จำเป็นต้องใช้ในทันทีไว้ในตู้แช่แข็ง และจะมีความคงตัวจนถึงวันหมดอายุเดิมที่บริษัทผู้ผลิ...
	11.1.8 ในการใช้ส่วนลงตัวที่แช่แข็งไว้ ถ้าจะให้ดี ควรจะละลายในตู้แช่เย็นข้ามคืน หรือที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาหลายชั่วโมง เปลี่ยนวันหมดอายุเป็นหนึ่งเดือน ผสมให้เข้ากันดีก่อนใช้

	11.2 สารละลายสำหรับการเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง (Cryopreservation Solution, CPS) ใหม่
	11.2.1
	11.2.2 การเตรียม CPS
	11.2.3 ใช้สูตรด้านล่างในการประมาณปริมาตรของ CPS เพื่อเตรียมสำหรับการแขวนลอยใหม่ของ PBMC นอกจากนี้ยังมีการแสดงตัวอย่างไว้
	11.2.4 ใช้สูตรต่อไปนี้ในการคำนวณปริมาณของ DMSO และ FBS ที่จำเป็นต้องใช้
	11.2.5 บันทึกปริมาตรของ CPS, DMSO และ FBS ตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5


	12 การเทียบมาตรฐาน
	12.1 ไม่กำหนดให้มีการเทียบมาตรฐานสำหรับขั้นตอนการดำเนินการต่างๆ
	12.2 ปฏิบัติตามขั้นตอนการเทียบมาตรฐานของห้องปฏิบัติการที่เกี่ยวข้องหากใช้เครื่องนับเซลล์อัตโนมัติ

	13 การควบคุมคุณภาพ
	13.1 เซลล์ที่ได้
	13.1.1 เซลล์ที่ได้ที่คาดไว้สำหรับประชากรที่มีสุขภาพดี:
	13.1.2 เซลล์ที่ได้ที่ไม่ได้คาดไว้
	13.1.3 บันทึกผลทั้งหมดและปัญหาใดๆ ที่เกิดขึ้นในระหว่างการดำเนินการและการปฏิบัติตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	13.2 ความมีชีวิตของเซลล์
	13.2.1 ความมีชีวิตของเซลล์ PBMC ที่แยกใหม่ควร >95%
	13.2.2 หากความมีชีวิตของ PBMC ใหม่ <95% ตรวจสอบผลร่วมกับหัวหน้างานและบันทึกตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5


	14  บทนำและแนวทางสำหรับการดำเนินการกับ PBMC
	15  การแยกเซลล์และการเจือจางเลือดด้วยหลอดสำหรับการแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต (CSTFB) โดยมีการแทนที่พลาสมา
	15.1 การแยกลิมโฟไซต์จากเลือดโดยใช้หลอดสำหรับการแยก CSTFB ซึ่งมีการเติมสารไว้ล่วงหน้า
	15.1.1 ทำการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตู้เพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพ (biological safety cabinet, BSC) ระดับที่ 2 หรือสูงกว่านั้น
	15.1.2 สเปรย์พื้นผิว ชั้นวาง และหลอดสารทำปฏิกิริยาทั้งหมดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร หรือสารฆ่าเชื้อโรคที่เทียบเท่ากันก่อนการเข้าและการใช้ BSC
	15.1.3 นอกจากจะมีการหมายเหตุไว้เป็นอย่างอื่น ขั้นตอนจะถูกดำเนินการที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ)
	15.1.4 ใช้ปิเปตใหม่สำหรับหมายเลขประจำตัวผู้เข้าร่วมโครงการ (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลข และสารเติมแต่ง

	15.2 เตรียมตัวอย่างเลือดครบส่วน สารทำปฏิกิริยา และวัสดุภัณฑ์
	15.2.1 เตรียมและทำให้ CPS เย็น (ดูบทที่ 11 การเตรียมสารทำปฏิกิริยา) ก่อนที่จะดำเนินการหรือก่อนที่จะผสมกับ PBMC โดยให้มีระยะเวลาก่อนการผสมที่มากเพียงพอ
	15.2.2 ดูแลให้แน่ใจว่าหลอดอยู่ที่อุณหภูมิห้องก่อนการดำเนินการ
	15.2.3 ก่อนการเติมเลือด ตรวจสอบ CSTFB ด้วยสายตาว่ามีของเหลวอยู่เหนือฟริตหรือไม่ หากมีของเหลวอยู่เหนือฟริต ปั่นแยก CSTFB ที่ 1000 x g เป็นเวลา 30 วินาที หากยังมีสารละลายที่มีเกรเดียนต์ของความหนาแน่นใดๆ อยู่เหนือฟริตหลังจากการปั่นแยก ควรดูดออก
	15.2.4 ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดที่ได้รับทุกหลอดอย่างรอบคอบ จัดหลอดปฐมภูมิในลักษณะที่ไม่ให้มีโอกาสผสมกันของหลอดระหว่าง PTID หรือระหว่างสารต้านการแข็งตัวของเลือดภายในชุด PTID ชุดหนึ่ง
	15.2.5 หาและบันทึกการวัดที่ถูกต้องของปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ภายใน 0.5 มล ปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ไม่จำเป็นต้องเท่ากับขนาดของหลอด

	15.3 การแทนที่พลาสมา
	15.3.1 หลอดเก็บเลือดจาก PTID เดียวกัน และสารต้านการแข็งตัวของเลือดเดียวกันอาจถูกดำเนินการแยกกันหรือใส่รวมกันในหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 50 มล. ก็ได้
	15.3.2 ทำเครื่องหมายปริมาตรของเลือดครบส่วนตรงกับพื้นผิวด้านบนสุดของเลือด
	15.3.3 ปั่นแยกเลือดครบส่วนที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาที
	15.3.4 ถ่ายพลาสมาไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 หรือ 50 มล. ที่ติดฉลากไว้สำหรับการปั่นแยกครั้งที่สองเพื่อเอาเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ออกไป
	15.3.5 เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอ (ดูส่วนที่ 10.2) เพื่อทำให้เลือดกลับคืนมามีปริมาตรของเลือดครบส่วนเดิม ผสมเบาๆ และดำเนินการกับ PBMC ต่อไปที่ขั้นตอน 15.4
	15.3.6 ดำเนินการกับพลาสมาให้เสร็จสิ้นด้วยการปั่นแยกพลาสมาที่เก็บมาที่ 800 ถึง 1200 x g เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้ได้ PL2 ในรูปส่วนลงตัว หรือตามคำแนะนำที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยเพื่อให้ได้อนุพันธ์ที่กำหนดสำหรับโครงการวิจัย ขั้นตอนนี้อาจถูกดำเนินการได้ในภาย...
	15.3.7 แบ่งส่วนพลาสมาที่ปั่นแล้วลงในหลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวที่ติดฉลากไว้ตามที่ระบุไว้โดยโครงการวิจัยและทิ้งเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ในหลอดพลาสมาที่ปั่นแล้ว

	15.4 การเจือจางเลือดสำหรับการแยกด้วย CSTFB
	15.4.1 ทำฉลาก PTID ใส่ CSTFB แต่ละหลอด
	15.4.2 หากหลอดๆ หนึ่งมีการจับตัวเป็นลิ่ม ดูส่วนที่ 6.5 (สิ่งส่งตรวจที่ยอมรับไม่ได้)
	15.4.3 เติม WDR ลงใน CSTFB แต่ละหลอดโดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้อ:
	15.4.4 ผสมเลือดครบส่วนเบาๆ จากนั้นใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้อเพื่อถ่ายเลือดลงใน CSTFB ที่ติดฉลากไว้
	15.4.5 *หมายเหตุ: ปริมาตรของเลือดที่ต่ำกว่านี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีฮีมาโตคริตต่ำ อาจทำให้บัฟฟีโค้ต (buffy coat) ตกลงไปอยู่ใกล้ๆ กับ/อยู่บนฟริตทำให้เก็บเซลล์ได้ยาก ปริมาตรของเลือดที่สูงกว่านี้อาจนำไปสู่การมีส่วนประกอบที่ไม่สำคัญ/เศษชิ้นส่วนในสิ่งส่...
	15.4.6 ล้างหลอดของเลือดที่ใส่สารต้านการแข็งตัวของเลือดเดิมแต่ละหลอดด้วย WDR โดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้อ เติมปริมาตรที่ล้างลงใน CSTFB โดยดูแลให้แน่ใจว่าไม่เกินขีดจำกัดของปริมาตรของหลอดทั้งหมด (WDR+เลือดครบส่วน)
	15.4.7 ปิดฝา CSTFB อย่างระมัดระวัง

	15.5 การปั่นแยกตามความหนาแน่นสำหรับ CSTFB และการเก็บ
	15.5.1 จับหลอดในลักษณะตั้งขึ้นและค่อยๆ ขนย้ายหลอดไปยังเครื่องปั่นแยก ดูบทที่ 20 การคำนวณ เพื่อเปลี่ยน g ไปเป็น rpm สำหรับความยาวโรเตอร์ของท่าน
	15.5.2 ปั่นแยกที่ 800 ถึง 1000 x g เป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ โดยปิดเบรก
	15.5.3 เตรียมหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อใหม่ในจำนวนเท่ากับ CSTFB ที่ใช้ในขั้นตอนการปั่นแยก
	15.5.4 ทำฉลาก PTID ใส่ CSTFB แต่ละหลอด ใช้หลอดใหม่เหล่านี้สำหรับการล้างต่อไปนี้
	15.5.5 ค่อยๆ นำ CSTFB ออกจากเครื่องปั่นแยกเพื่อไม่ให้มีการรบกวนชั้นต่างๆ
	15.5.6 การปั่นแยกทำให้สิ่งที่อยู่ในหลอดแบ่งตัวเป็นชั้นที่แตกต่างกันหกชั้น ซึ่งรวมถึงฟริตด้วย จากด้านบนของหลอด ชั้นเหล่านี้ได้แก่:
	15.5.7 ตรวจสอบหลอดเพื่อดูว่ามีปัญหาที่อาจเกิดขึ้นได้ต่อไปนี้หรือไม่ บันทึกการสังเกตและการปฏิบัติเพื่อการติดตามผลใดๆ ที่ได้ดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	15.5.8 นำเอาส่วนของพลาสมา-WDR ที่อยู่ด้านบนและมีสีค่อนข้างเหลืองออกจนถึงภายในประมาณ 1 ถึง 2 ซม. ของแถบ PBMC สีขาวขุ่น ซึ่งอยู่ตรงรอยต่อระหว่างส่วนของพลาสมา-WDR (สีค่อนข้างเหลือง) และสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกที่ใส โดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้ออันใหม่...
	15.5.9 เก็บเซลล์ทั้งหมดตรงรอยต่อสีขาวขุ่นที่อยู่เหนือฟริต โดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเปตสำหรับถ่ายสารที่ปราศจากเชื้อ ระวังไม่ให้ดูดสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกออกมามากเกินกว่าที่จำเป็น
	15.5.10 ถ่ายเซลล์ที่เก็บมาจาก CSTFB หลอดหนึ่งไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าซึ่งเข้าคู่กันหนึ่งหลอด สามารถเติม WDR ลงในหลอดไว้ล่วงหน้าเพื่อประหยัดเวลา
	15.5.11 ปิดฝา CSTFB ที่มีเซลล์เม็ดเลือดแดงและตัวกลางสำหรับการแยกที่เหลืออีกครั้ง ทิ้ง CSTFB โดยถือเป็นของเสียที่มีอันตรายทางชีวภาพโดยปฏิบัติตามนโยบายของห้องปฏิบัติการ

	15.6 ตรวจสอบให้แน่ใจว่ามีการบันทึกข้อมูลที่เหมาะสมทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	16 การแยกเซลล์ด้วยการใส่เลือดครบส่วนเจือจางด้านบนตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นหรือการใส่ตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้านล่างเลือดครบส่วนเจือจางด้วยมือและการเจือจางเลือดด้วยการแยกเซลล์ด้วยมือโดยใช้เกรเดียนต์ของความหนาแน่นโดยม...
	16.1 การแยกลิมโฟไซต์จากเลือดโดยใช้วิธีการใส่ด้านบนตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นด้วยมือ
	16.1.1 ทำการปิเปตและการผสมทั้งหมดในตู้เพื่อความปลอดภัยทางชีวภาพ (biological safety cabinet, BSC) ระดับที่ 2 หรือสูงกว่านั้น
	16.1.2 สเปรย์พื้นผิว ชั้นวาง และหลอดสารทำปฏิกิริยาทั้งหมดด้วยเอทานอล 70% โดยปริมาตร/ปริมาตร ก่อนการเข้าและการใช้ BSC
	16.1.3 นอกจากจะมีการหมายเหตุไว้เป็นอย่างอื่น ขั้นตอนจะถูกดำเนินการที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ)
	16.1.4 ใช้ปิเปตใหม่สำหรับหมายเลขประจำตัวผู้เข้าร่วมโครงการ (participant identification number, PTID) แต่ละหมายเลข และสารเติมแต่ง

	16.2 เตรียมตัวอย่างเลือดครบส่วน สารทำปฏิกิริยา และวัสดุภัณฑ์
	16.2.1 เตรียมและทำให้ CPS เย็น (ดูบทที่ 11 การเตรียมสารทำปฏิกิริยา) ก่อนที่จะดำเนินการหรือก่อนที่จะผสมกับ PBMC โดยให้มีระยะเวลาก่อนการผสมที่มากเพียงพอ
	16.2.2 หากหลอดของสิ่งส่งตรวจเย็นเมื่อสัมผัส (เนื่องจากสภาวะโดยรอบเย็น เช่น การขนส่งในเดือนที่อากาศเย็นกว่าเดือนอื่นๆ) ปล่อยให้หลอดกลับสู่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ) ก่อนการดำเนินการ
	16.2.3 ปล่อยให้ตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่นกลับสู่ที่อุณหภูมิห้อง (15 ถึง 30 ซ) ดูข้อมูลเพิ่มเติมในบทที่ 10 สารทำปฏิกิริยา
	16.2.4 ตรวจสอบ PTID บนหลอดเลือดที่ได้รับทุกหลอดอย่างรอบคอบ จัดหลอดปฐมภูมิในลักษณะที่ไม่ให้มีโอกาสผสมกันของหลอดระหว่าง PTID หรือระหว่างสารต้านการแข็งตัวของเลือดภายในชุด PTID ชุดหนึ่ง
	16.2.5 หาและบันทึกการวัดที่ถูกต้องของปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ภายใน 0.5 มล ปริมาตรของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้ไม่จำเป็นต้องเท่ากับขนาดของหลอด

	16.3 การแทนที่พลาสมา
	16.3.1 หลอดเก็บเลือดอาจถูกดำเนินการแยกกันตามคำแนะนำที่ระบุไว้ด้านล่าง หรืออาจใช้เทคนิคการรวมบัฟฟีโค้ตที่แสดงไว้ในภาคผนวก ง
	16.3.2 ทำเครื่องหมายปริมาตรของเลือดครบส่วนในแต่ละหลอดที่พื้นผิวด้านบนสุดของเลือด
	16.3.3 ปั่นแยกเลือดครบส่วนที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาที
	16.3.4 ถ่ายพลาสมาไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 หรือ 50 มล. สำหรับการปั่นแยกครั้งที่สองเพื่อเอาเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ออกไป
	16.3.5 เติม WDR ในปริมาณที่เพียงพอ (ดูส่วนที่ 10.2) เพื่อทำให้เลือดกลับคืนมามีปริมาตรของเลือดครบส่วนเดิม ผสมเบาๆ และดำเนินการกับ PBMC ต่อไปที่ขั้นตอน 16.4
	16.3.6 ดำเนินการกับพลาสมาให้เสร็จสิ้นด้วยการปั่นแยกพลาสมาที่เก็บมาที่ 800 ถึง 1200 x g เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อให้ได้ PL2 ในรูปส่วนลงตัว หรือตามคำแนะนำที่จำเพาะต่อโครงการวิจัยเพื่อให้ได้อนุพันธ์ที่กำหนดสำหรับโครงการวิจัย ขั้นตอนนี้อาจถูกดำเนินการได้ในภาย...
	16.3.7 แบ่งส่วนพลาสมาที่ปั่นแล้วลงในหลอดสำหรับส่วนที่มีปริมาณลงตัวที่ติดฉลากไว้ตามที่ระบุไว้โดยโครงการวิจัยและทิ้งเศษชิ้นส่วนเซลล์ใดๆ ในหลอดพลาสมาที่ปั่นแล้ว

	16.4 การเจือจางเลือดและการแยกเซลล์ด้วยมือโดยใช้เกรเดียนต์ของความหนาแน่น
	16.4.1 เปิดฝาหลอดของเลือดที่ใส่สารต้านการแข็งตัวของเลือด
	16.4.2 หากหลอดมีเลือดที่จับตัวเป็นลิ่มเป็นจำนวนมาก ดูส่วนที่ 6.5 (สิ่งส่งตรวจรอง)
	16.4.3 หมายเหตุ: สำหรับการเก็บเลือดในปริมาตรที่มากขึ้น อนุญาตให้มีการรวมบัฟฟีโค้ตได้ตามแนวทางในภาคผนวก ง: การรวมชั้นบัฟฟีโค้ตสำหรับการแยก PBMC ด้วยตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น ในการรวมบัฟฟีโค้ต แทนที่ขั้นตอน 16.4.4 และ 16.4.5 ด้วยคำแนะนำ...
	16.4.4 ทำฉลาก PTID ใส่ หลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยแต่ละหลอด
	16.4.5 ถ่ายเลือดไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 หรือ 50 มล. ที่ติดฉลากไว้ซึ่งปราศจากเชื้อ และเติม WDR ในปริมาตรที่เพียงพอเพื่อเจือจางเลือดตามเอกสารกำกับตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น (อัตราส่วนสูงสุดของเลือดต่อสารทำเจือจางค...
	16.4.6 สำหรับการแยกเซลล์โดยใช้เกรเดียนต์ของความหนาแน่น:
	16.4.6.1 วิธีการใส่ด้านบน:
	16.4.6.2 วิธีการใส่ด้านล่าง:
	16.4.6.3 ปิดฝาหลอดอย่างระมัดระวัง


	16.5 การปั่นแยกตามความหนาแน่นสำหรับลิมโฟไซต์และการเก็บ
	16.5.1 จับหลอดในลักษณะตั้งขึ้นและค่อยๆ ขนย้ายหลอดไปยังเครื่องปั่นแยก
	16.5.2 ปั่นแยกที่ 400 x g เป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ โดยปิดเบรก ดังที่แสดงไว้ในเอกสารกำกับที่มาพร้อมกับตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์
	16.5.3 เตรียมหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อใหม่ในจำนวนและขนาดเท่ากับหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ใช้ในขั้นตอนการปั่นแยก
	16.5.4 ติดฉลากแต่ละหลอดด้วย PTID/สารต้านการแข็งตัวของเลือด ใช้หลอดใหม่เหล่านี้สำหรับการล้างต่อไปนี้
	16.5.5 เอาหลอดออกจากเครื่องปั่นแยก
	16.5.6 หากไม่สามารถมองเห็นชั้นเซลล์ได้ ตรวจสอบยืนยันว่าเครื่องปั่นแยกทำงานได้อย่างเหมาะสม แก้ไขปัญหาใดๆ ที่ท่านพบ ทำการปั่นแยกหลอดอีกครั้ง บันทึกปัญหาและการปฏิบัติที่ได้ดำเนินการตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ
	16.5.7 ตรวจสอบหลอดเพื่อดูว่ามีการแตกของเม็ดเลือดแดงหรือมีลิ่มเลือดขนาดเล็กที่มองเห็นได้ที่รอยต่อของเซลล์ซึ่งไม่ได้ถูกสังเกตพบมาก่อนหรือไม่ และบันทึกสิ่งดังกล่าวไว้
	16.5.8 นำเอาส่วนของพลาสมา-WDR ที่อยู่ด้านบนและมีสีค่อนข้างเหลืองออกจนถึงภายในประมาณ 1 ถึง 2 ซม. ของแถบ PBMC สีขาวขุ่น ซึ่งอยู่ตรงรอยต่อระหว่างส่วนของพลาสมา-WDR (สีค่อนข้างเหลือง) และสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกที่ใส โดยใช้ปิเปตที่ปราศจากเชื้ออันใหม่...
	16.5.9 เก็บเซลล์ทั้งหมดตรงรอยต่อสีขาวขุ่นโดยใช้ปิเปตทางซีรัมวิทยาหรือปิเปตสำหรับถ่ายสารที่ปราศจากเชื้อ ระวังไม่ให้ดูดสารละลายของตัวกลางสำหรับการแยกออกมามากเกินกว่าที่จำเป็น
	16.5.10 ถ่ายเซลล์ที่เก็บมาจากหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยหลอดหนึ่งไปยังหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่ปราศจากเชื้อที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้าซึ่งเข้าคู่กันหนึ่งหลอด สามารถเติม WDR ลงในหลอดไว้ล่วงหน้าเพื่อประหยัดเวลา
	16.5.11 ปิดฝาหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยที่มีเซลล์เม็ดเลือดแดง/ตัวกลางสำหรับการแยกที่เหลืออีกครั้ง และทิ้งหลอดโดยถือเป็นของเสียที่มีอันตรายทางชีวภาพโดยปฏิบัติตามนโยบายของห้องปฏิบัติการ

	16.6 ตรวจสอบให้แน่ใจว่ามีการบันทึกข้อมูลที่เหมาะสมทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	17  การล้าง การนับ การแขวนลอยใหม่ ความเข้มข้น และการแช่แข็งข้ามคืนที่มีอัตราการแช่แข็งที่ถูกควบคุม
	17.1 การล้างครั้งที่ 1:
	17.1.1 QS ส่วนของ PBMC จนได้ประมาณ 10 มล. (สำหรับหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 15 มล.) หรือ 45 มล. (สำหรับหลอดสำหรับการปั่นแยกที่มีก้นรูปกรวยขนาด 50 มล.) ด้วยการเติม WDR ผสมเบาๆ
	17.1.2 ปิดฝาหลอดของเซลล์ที่เก็บมาทั้งหมดอีกครั้ง
	17.1.3 ปั่นแยกเซลล์ที่ถูกเจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ (อาจใช้เบรกหรือไม่ก็ได้)
	17.1.4 นำหลอดออกจากเครื่องปั่นแยกและตรวจสอบหาตะกอนเซลล์ (cell pellet)
	17.1.5 เอาส่วนเหนือตะกอนออกและนำไปทิ้งโดยไม่ให้รบกวนตะกอนเซลล์

	17.2 การล้างครั้งที่ 2:
	17.2.1 แขวนลอยตะกอนเซลล์แต่ละก้อนใหม่ใน WDR ในปริมาตรเล็กน้อยโดยผสมเบาๆ แต่ทั่วถึงให้ได้เป็นสารแขวนลอยของเซลล์ที่เป็นเนื้อเดียว
	17.2.2 รวมสารแขวนลอยของตะกอนจาก PTID/สารต้านการแข็งตัวของเลือดเดียวกัน นี่เป็นหลอดของเซลล์ที่เก็บมา
	17.2.3 ใช้ WDR ในปริมาตรเล็กน้อยเพื่อล้างหลอดที่ถ่ายตะกอน เก็บ WDR ที่ใช้ล้างในหลอดของเซลล์ที่เก็บมา
	17.2.4 QS ส่วนของ PBMC ด้วยการเติม WDR และผสมเบาๆ
	17.2.5 ปิดฝาหลอดอีกครั้งและวางหลอดในเครื่องปั่นแยก
	17.2.6 ปั่นแยกเซลล์ที่ถูกเจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ (อาจใช้เบรกหรือไม่ก็ได้)
	17.2.7 นำหลอดออกจากเครื่องปั่นแยกและตรวจสอบหาตะกอนเซลล์
	17.2.8 เอาส่วนเหนือตะกอนออกและนำไปทิ้งโดยไม่ให้รบกวนตะกอนเซลล์

	17.3 จำนวนเซลล์ PBMC
	17.3.1 หาและบันทึกปริมาตรที่แขวนลอยใหม่เพื่อการนับของ WDR (V) ที่ถูกต้องถึงภายใน 0.1 มล. V มีความสำคัญเนื่องจากนี่เป็นปริมาตรซึ่งเป็นพื้นฐานของจำนวนเซลล์
	17.3.2 หากมีตะกอนมากกว่าหนึ่งก้อนจาก PTID/สารต้านการแข็งตัวของเลือดเดียวกัน ใช้ WDR ในปริมาณเล็กน้อยเพื่อค่อยๆ แขวนลอยตะกอนเซลล์ใหม่และรวมตะกอนเซลล์ให้เป็นหลอดเดียว ล้างหลอดที่ถ่ายเซลล์โดยใช้ปริมาตรที่เหลือ เติมสิ่งที่ใช้ล้างลงในหลอดของเซลล์ที่เก็บมา
	17.3.3 ดำเนินการนับเซลล์ให้เสร็จสิ้นโดยใช้ SOP สำหรับวิธีการนับเซลล์ที่ได้รับการอนุมัติที่ห้องปฏิบัติการ สำหรับ SOP สำหรับการนับเซลล์ด้วยมือที่ให้ไว้เป็นตัวอย่าง ดูที่ http://www.hanc.info/labs/labresources/procedures/Pages/pbmcSop.aspx
	17.3.4 ผสมเซลล์เบาๆ แต่ทั่วถึงก่อนจะเก็บตัวอย่างเพื่อการนับเซลล์
	17.3.5 ถ่ายสารแขวนลอยใหม่ในปริมาตรเล็กน้อยไปยังหลอดขนาดเล็กเพื่อการนับ
	17.3.6 ปฏิบัติตาม SOP สำหรับวิธีการนับเซลล์ที่ได้รับการอนุมัติที่ห้องปฏิบัติการที่ดำเนินการเพื่อหาความเข้มข้นของเซลล์ x 106 ต่อมล.
	17.3.7 คำนวณจำนวนของเซลล์ทั้งหมดโดยใช้สูตรต่อไปนี้:
	17.3.8 คำนวณเซลล์ที่ได้ในหน่วยเซลล์/มล. ของเลือดครบส่วนที่ใช้ได้โดยใช้สูตรด้านล่าง

	17.4 การคำนวณปริมาตรที่แขวนลอยใหม่ขั้นสุดท้าย
	17.4.1 คำนวณปริมาตรที่แขวนลอยใหม่เพื่อการแช่แข็งของ CPS ที่กำหนดโดยการดำเนินการในขั้นตอนด้านล่างให้เสร็จสิ้นเพื่อให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ขั้นสุดท้ายที่เป็นเป้าหมาย
	17.4.2 คำนวณปริมาตรที่แขวนลอยใหม่เพื่อการแช่แข็งของ CPS ที่ประมาณไว้ (V1) ที่กำหนดโดยใช้ความเข้มข้นของเซลล์ขั้นสุดท้ายที่เป็นเป้าหมาย
	17.4.3 สำหรับ HVTN เท่านั้น: คำนวณจำนวนของเซลล์ที่แท้จริงต่อหลอด (N2) โดยใช้ปริมาตรการแช่แข็งของ CPS ที่แท้จริง (Vf) ที่หาได้ในการคำนวณก่อนหน้านี้

	17.5 การติดฉลาก
	17.5.1 ดำเนินการพิมพ์และติดฉลากหลอดสำหรับการแช่แข็งให้เสร็จสิ้นก่อนการปั่นแยกขั้นสุดท้าย
	17.5.2 ฉลากสำหรับหลอดสำหรับการแช่แข็งจะถูกสร้างขึ้นโดยใช้ระบบการจัดการข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ (LDMS)
	17.5.2.1 ปฏิบัติตามหลักปฏิบัติของห้องปฏิบัติการของเครือข่ายสำหรับการกรอกข้อมูลให้เสร็จสิ้น
	17.5.2.2 ตรวจสอบชนิดของฉลากของหลอดสำหรับการแช่แข็งที่ได้มาแต่ละชนิดเพื่อหาความผิดพลาดในการกรอกข้อมูลโดยเปรียบเทียบกับตารางงานการเบิกวัสดุและการดำเนินการของการห้องปฏิบัติการก่อนที่จะติดฉลากหลอดสำหรับการแช่แข็ง
	17.5.2.3 ตรวจสอบบาร์โค้ดของฉลากและบริเวณที่พิมพ์ด้วยสายตาเพื่อตรวจดูการจัดให้ตรงแนวและคุณภาพของการพิมพ์
	17.5.2.4 แก้ไขความผิดพลาดในการกรอกข้อมูลใดๆ ใน LDMS และพิมพ์ฉลากใหม่ตามความจำเป็น (ดูแลให้แน่ใจว่าได้เลือกหมายเลขประจำตัวสำหรับทั่วโลกที่เหมาะสม)

	17.5.3 ติดฉลากบนหลอดสำหรับการแช่แข็งในลักษณะที่ว่าข้อมูลสามารถจะถูกอ่านได้โดยง่ายและสามารถเห็นสารในหลอดได้อย่างชัดเจน

	17.6 การปั่นแยกขั้นสุดท้าย
	17.6.1 วางหลอดของเซลล์ที่เก็บมาในเครื่องปั่นแยก
	17.6.2 ปั่นแยกเซลล์ที่ถูกเจือจางแล้วที่ 200 ถึง 400 x g เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 15 ถึง 30 ซ (อาจใช้เบรกหรือไม่ก็ได้)
	17.6.3 ตรวจสอบยืนยันว่าหลอดสำหรับการแช่แข็งทั้งหมดได้รับการติดฉลากและสามารถเข้าถึงได้ง่าย

	17.7 การแบ่งส่วนให้ลงตัวสำหรับการเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง
	17.7.1 เอาส่วนเหนือตะกอนที่เป็น WDR ออกและนำไปทิ้ง เก็บตะกอนไว้
	17.7.2 แขวนลอยตะกอนใหม่โดยใช้ปริมาตรของ CPS ที่เย็น (Vf) ที่ท่านหาไว้ในหัวข้อ 17.4
	17.7.2.1 ค่อยๆแขวนลอยตะกอนเซลล์ใหม่ก่อนที่จะเติม CPS ด้วยการดีด การเขย่า หรือการใช้ปิเปต
	17.7.2.2 ค่อยๆ เติม CPS ลงไปยังเซลล์ที่ถูกแขวนลอยใหม่โดยมีการหมุนหลอดเป็นวงกลมอย่างต่อเนื่อง

	17.7.3 ดำเนินการอย่างรวดเร็วเมื่อเติม CPS แล้ว ห้ามปล่อยให้เซลล์อยู่ในสารละลายเพื่อการแช่แข็งนานกว่า 10 นาทีก่อนที่จะใส่ในตู้แช่แข็ง
	17.7.4 แบ่งส่วนให้ได้ 0.5 ถึง 1 มล. ต่อหลอดสำหรับการแช่แข็ง โดยขึ้นกับข้อกำหนดของเครือข่ายและโครงการวิจัย หากกำหนดให้มีโดยเครือข่ายหรือโครงการวิจัย เตรียมส่วนลงตัวที่ไม่เต็มส่วนส่วนสุดท้าย (final partial aliquot) ด้วยปริมาตรของสารแขวนลอยของเซลล์ที่มีม...

	17.8 การแช่แข็งข้ามคืนที่มีอัตราการแช่แข็งที่ถูกควบคุม
	17.8.1 หลังจากการดำเนินการและการนับแล้ว ควรแช่แข็งเซลล์ในทันที
	17.8.2 เลือกวิธีการแช่แข็งที่จะใช้: StrataCooler® Cryo, NALGENE® Mr. Frosty, biocision® CoolCell หรือ CryoMed® ดูข้อมูลการเก็บรักษาและการบำรุงรักษาในส่วนที่ 7.4
	17.8.3 ขนย้ายหลอดสำหรับการแช่แข็งทั้งหมดไปยังภาชนะบรรจุสำหรับการแช่แข็งที่มีอัตราการแช่แข็งที่ถูกควบคุมในทันที

	17.9 ตรวจสอบให้แน่ใจว่ามีการบันทึกข้อมูลที่เหมาะสมทั้งหมดตามข้อกำหนดของเครือข่ายและห้องปฏิบัติการ ดูรายละเอียดในบทที่ 5

	18 การจัดเก็บ PBMC (เก็บชั่วคราวหรือเก็บประจำที่แหล่งศึกษา)
	18.1 จะต้องรักษาห่วงโซ่ความเย็นในระหว่างขั้นตอนการขนย้ายทั้งหมดเพื่อหลีกเลี่ยงความเสียหายที่จะเกิดกับเซลล์
	หมายเหตุสำหรับ  HVTN, IMPAACT, and MTN: ต้องย้าย PBMCs จากระบบควบคุมอุณหภูมิเพื่อการแช่แข็งไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรือ ตู้แช่แข็งเชิงกล (Mechanical Freezer) ที่มีอุณหภูมิ -150 ซ ภายใน 72 ชั่วโมง  (ดูขั้นตอนต่อไปที่  18.3)
	18.2 ขนย้าย PBMC ที่จะได้รับการจัดเก็บชั่วคราวที่แหล่งศึกษาไปไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -70/-80oซ
	18.2.1 ขนย้ายหลอดสำหรับการแช่แข็งจากระบบควบคุมอุณหภูมิเพื่อการแช่แข็งไปยังสถานที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -70/-80(ซ ตามที่กำหนดไว้ ต้องมั่นใจว่าตู้แช่แข็งที่ใช้สำหรับการเก็บรักษา PBMC มีจุดตั้งอุณหภูมิเป็น -70 ซ โดยมีช่วงแจ้งเตือนเป็น -65 ซ ถึงอย่างน้อย -...
	18.2.2 หมายเหตุ: ห้ามเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (LN2) ให้เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -65 ถึง -95 ซ จนกว่าจะขนส่ง
	18.2.3 หมายเหตุ: ข้อกำหนดให้ดำเนินการสำหรับ HVTN ข้อแนะนำให้ดำเนินการสำหรับ ACTG: รักษาห่วงโซ่ความเย็นในระหว่างการเตรียมการขนส่งด้วยการทำให้กล่องขนส่งแบบใช้น้ำแข็งแห้งเย็นไว้ล่วงหน้าและใช้ถาดสำหรับการขนย้ายแบบใช้น้ำแข็งแห้งในระหว่างขั้นตอนการบรรจุ ตรว...
	18.2.4 ติดต่อบุคลากรฝ่ายการปฏิบัติการทางห้องปฏิบัติการของเครือข่ายหากตัวอย่างไม่สามารถถูกส่งไปถึงจุดหมายปลายทางสุดท้ายภายในระยะเวลาที่กำหนดโดยเครือข่ายสำหรับการเก็บรักษาชั่วคราว  หากไม่สามารถดำเนินการให้เป็นไปตามเงื่อนไขในการเก็บรักษาชั่วคราวและในการข...

	18.3  ภายใน 72 ชั่วโมงของการแช่แข็ง PBMC ด้วยระบบควบคุมอุณหภูมิเพื่อการแช่แข็ง ให้ทำการย้าย PBMC ไปเก็บไว้ในถังไนโตรเจนเหลว (LN2 dewar) หรือ ตู้แช่แข็งเชิงกล (Mechanical Freezer) ที่มีอุณหภูมิ  -150oซ
	หมายเหตุสำหรับ HVTN: ตู้แช่แข็งเชิงกล -150oซ ไม่เป็นที่ยอมรับสำหรับการจัดเก็บ PBMC ของ HVTN
	18.3.1  ภายใน 72 ชั่วโมงของการแช่แข็ง cryovials ด้วยระบบควบคุมอุณหภูมิ ให้ย้าย cryovials ด้วยน้ำแข็งแห้งไปเก็บไว้ในถัง LN2 dewar หรือ ตู้แช่แข็งเชิงกล (Mechanical Freezer) ที่มีอุณหภูมิ  -150oซ
	18.3.2  ตัวอย่าง PBMC ที่แช่แข็งสามารถถูกเก็บรักษาไว้ในเฟสที่เป็นไอของ LN2 ได้นานอย่างไม่มีกำหนด ห้ามขนย้ายตัวอย่างจาก LN2 หรือ ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -150 ซ กลับไปเก็บที่ตู้แช่แข็งที่มีอุณหภูมิ -70 ซ หรือ -80o ซ เว้นแต่จะได้รับการสั่งให้ทำโดยเครือข่...
	18.3.3 เมื่อตัวอย่างถูกเก็บไว้ใน LN2 การขนย้ายหรือการขนส่งทั้งหมดจะต้องดำเนินการด้วย LN2 (≤ -140 ซ) และตัวอ ย่างไม่สามารถถูกขนส่งด้วยน้ำแข็งแห้งได้
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	21 ข้อจำกัดของขั้นตอน
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	24.2 เอกสารกำกับสำหรับ WDR (HBSS หรือ PBS)
	24.3 เอกสารกำกับสำหรับตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น
	24.4 เอกสารกำกับสำหรับหลอดสำหรับการแยกเซลล์ที่มีตัวกั้นแบบฟริต

	25 ภาคผนวก
	25.1 ภาคผนวก ก: ตารางงานสำหรับการดำเนินการกับ PBMC ที่กำหนดให้มีโดย HVTN
	25.2 ภาคผนวก ข: บันทึกการเปลี่ยนไอโซโพรพานอลของ NALGENE® Mr. Frosty ที่ให้ไว้เป็นตัวอย่าง
	25.3 ภาคผนวก ค: การแก้ปัญหา: การเก็บ PBMC ในกรณีที่ไม่มีแถบ PBMC ที่ชัดเจนหลังจากการปั่นแยกเกรเดียนต์ของความหนาแน่น
	25.4 ภาคผนวก ง: การรวมชั้นบัฟฟีโค้ตสำหรับการแยก PBMC ด้วยตัวกลางสำหรับการทำเกรเดียนต์ของความหนาแน่น
	25.5 ภาคผนวก จ: คู่มือฉบับย่อสำหรับ SOP สำหรับ PBMC แบบข้ามเครือข่าย—CSTFB
	25.6 ภาคผนวก ฉ: คู่มือฉบับย่อสำหรับ SOP สำหรับ PBMC แบบข้ามเครือข่าย—วิธีการใส่ด้านบนด้วยมือ
	25.7 ภาคผนวก ช: สารทำปฏิกิริยาที่ให้ไว้เป็นตัวอย่าง
	25.8 ภาคผนวก ซ: ประวัติการแก้ไข


