Multiplexowy profil serologiczny (MuSe)

Skrdcona instrukcja uzytkownika (Quick User Guide)

Co robi MuSe

Wykrywa przeciwciata przeciwko wielu antygenom

wirusowym w jednym przebiegu, wykorzystujac kodowane

(barcoded) pseudotypy VSV. Odczytem jest procentowy udziat

odczytow sekwencyjnych (%) przypisanych do kazdego

konstruktu.

Krytyczne kontrole

Przechowywac odczynniki w niskiej temperaturze (4°C/na
lodzie) oraz zachowacé spojnosé czasdéw inkubacji.

Do rozcienczen uzywaé PBS + 0,02% Tween; uwzglednic
kontrole dodatnie i ujemne.

Wyraznie oznakowac probéwki; zapisac ID probki, wersje
panelu, date/operatora.

Zachowac separacje stref pre- i post-PCR; uwzglednic
kontrole bez matrycy (NTC).

Przebieg pracy (gtéwne etapy)

1.

Przygotowanie mieszaniny panelu VSV: 50 uL na prébke +
50 uL kontroli mieszaniny nieoptaszczonego VSV.

Kuleczki Protein G: Doda¢ 50 pL Dynabeads-Protein G do
kazdej probowki; przeptukaé na magnesie.

Wychwyt przeciwciat: Dodaé 199 uL PBS/0,02% Tween +
1 YL rozcienczonej surowicy; inkubowac 30 min (RT) poza
magnesem.

Wiazanie panelu: Jedno ptukanie; zawiesi¢ w 50 uL PBS;
dodac 50 pL mieszaniny VSV; inkubowaé 30 min (RT) poza
magnesem.

Ptukanie: Przemy¢ kuleczki 3x po 200 uL PBS/0,02%
Tween.

Elucja: Przenies¢ kuleczki do swiezej probowki; dodaé 20
uL 0,1 M glicyny pH 2,6; inkubowa¢ 10 min w 70°C;
zebrac eluat (przechowywacé w 4°C).

RT-PCR: Amplifikowac region kodu kreskowego (150-300
nt) (zestaw A/B/C zgodnie z wytycznymi).

NGS/QC: Sekwencjonowac amplikony; obliczy¢ %
odczytéw dla kazdego konstruktu; przed interpretacja
przeanalizowac kontrole.

Minimalne wymagania raportowania

e o Metadane prébki + warunki przechowywania;
zastosowane kontrole i ich wyniki.

e e Ustawienia testu: rozcienczenia, czasy inkubacji, liczba
ptukan, warunki elucji.

e e Opcja RT-PCR + parametry cykli; identyfikator runu
sekwencjonowania; pipeline analityczny/wersja.

Tabela wynikow (% odczytow dla kazdego konstruktu) +
adnotacja dotyczaca progéw interpretacyjnych na etapie
badan (research-stage thresholds).
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