Profilo sierologico multiplex (MuSe)
Guida rapida per 'utente

Cosa fa MuSe Report minimo richiesto
Rileva anticorpi contro antigeni virali multipli in un’unica
analisi utilizzando pseudotipi VSV con barcode. Il risultato &
espresso come % di letture di sequenziamento per costrutto.

e Metadati del campione + condizioni di conservazione;
controlli utilizzati e relativi esiti.

e  Parametri del saggio: diluizioni, tempi di incubazione,

Controlli critici numero di lavaggi, condizioni di eluizione.

e Opzione RT-PCR + parametri di ciclizzazione; ID della

* Mantenere i reagenti freddi (4°C/su ghiaccio) e tempi di corsa di sequenziamento; pipeline/versione di analisi.

incubazione costanti.
e  Utilizzare PBS + 0,02% Tween per le diluizioni; includere Tabella di output (% di letture per costrutto) + nota sulle
controlli positivi/negativi. soglie in fase di ricerca.
e  Etichettare chiaramente le provette; registrare ID
. . Antigene esposto
campione, versione del pannello, data/operatore. (HA/NA/GPS/N)

e Mantenere la separazione pre-/post-PCR; includere

controlli senza template (NTC). Anticorpi sierici

~ leganti
Workflow (fasi principali) //

1. Preparare il mix del pannello VSV: 50 uL per campione +
50 uL controllo VSV-mix non trattato.

VSV

2. Microsfere Protein G: aggiungere 50 pL di Dynabeads-
Protein G per provetta; lavare su magnete. ~_
3. Cattura degli anticorpi: aggiungere 199 uL PBS/0,02%

Pseudotipo
\ Barcode
RT-PCR + NGS

Tween + 1 pL di siero diluito; incubare 30 min (RT) fuori
Barcode interno

dal magnete. dell'aci .
ell'acido nucleico
4. Legame del pannello: lavare una volta; risospendere in 50
uL PBS; aggiungere 50 pL di mix VSV; incubare 30 min Concetto MuSe (pseudotipo VSV con barcode)

(RT) fuori dal magnete.

5. Lavare le microsfere 3 volte con 200 pL PBS/0,02%
Tween.

6. Eluizione: trasferire le microsfere in una nuova provetta;
aggiungere 20 uL di glicina 0,1 M pH 2,6; incubare 10 min
a 70°C; raccogliere I'eluato (conservare a 4°C).

7. RT-PCR: amplificare la regione barcode di 150—300 nt (kit
opzione A/B/C secondo linee guida).

8. NGS/QC: sequenziare gli ampliconi; calcolare la % di
letture per costrutto; verificare i controlli prima
dell’interpretazione.



