Multiplex-serologisches Profil (MuSe)

Kurzanleitung

Was MusSe leistet
Erkennt Antikdrper gegen mehrere virale Antigene in einem

einzigen Lauf unter Verwendung barcodierter VSV-

Pseudotypen. Der Readout ist der prozentuale Anteil der

Sequenz-Reads pro Konstrukt.

Kritische Kontrollen

Reagenzien kalt halten (4 °C/auf Eis) und Zeitabldufe
konsistent einhalten.

Flr Verdinnungen PBS + 0,02 % Tween verwenden;
positive und negative Kontrollen einschliefRen.

Roéhrchen eindeutig beschriften; Proben-ID, Panel-
Version, Datum/Operator dokumentieren.

Pra- und Post-PCR-Bereiche strikt trennen; No-Template-
Kontrollen einschliefRen.

Workflow (Kernschritte)

1. VSV-Panel-Mix vorbereiten: 50 pL pro Probe + 50 pL
unbehandelter VSV-Mix als Kontrolle.

2. Protein-G-Beads: 50 uL Dynabeads-Protein G pro
Réhrchen zugeben; am Magneten waschen.

3. Antikérperbindung: 199 uL PBS/0,02 % Tween + 1 pL
verdiinntes Serum zugeben; 30 Min. bei
Raumtemperatur (RT) ohne Magnet inkubieren.

4. Panel binden: Einmal waschen; in 50 uL PBS
resuspendieren; 50 pL VSV-Mix zugeben; 30 Min. bei RT
ohne Magnet inkubieren.

5. Beads 3x waschen mit jeweils 200 pL PBS/0,02 % Tween.

6. Elution: Beads in ein frisches Rohrchen tiberfiihren; 20 uL
0,1 M Glycin pH 2,6 zugeben; 10 Min. bei 70 °C
inkubieren; Eluat sammeln (bei 4 °C lagern).

7. RT-PCR: 150-300 nt Barcode-Region amplifizieren (Kit-
Option A/B/C gemaR Leitfaden).

8. NGS/QC: Amplicons sequenzieren; % Reads pro Konstrukt

berechnen; Kontrollen vor der Interpretation priifen.

Mindestanforderungen an die Berichterstattung

e Probenmetadaten + Lagerbedingungen; verwendete
Kontrollen und deren Ergebnisse.

e Assay-Einstellungen: Verdiinnungen, Inkubationszeiten,
Anzahl der Waschschritte, Elutionsbedingungen.

e  RT-PCR-Option + Zyklusparameter; Sequenzierlauf-ID;
Analysepipeline/-version.

Ausgabetabelle (% Reads pro Konstrukt) + Hinweis zu
forschungsphasenspezifischen Schwellenwerten.
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