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1 Allgemeine Informationen zur Mykotoxinmessung
mit SAFIA

1.1 Mykotoxine

Mykotoxine sind sekundare Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen oder Mutterkornpilzen, die
hauptsachlich zu den Arten Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Penicillium und Claviceps gehoren. Sie kdnnen
bei Verzehr akute Vergiftungen, chronische Krankheiten und sogar Krebs auslésen. Mykotoxine stellen eines
der grofiten Kontaminationsrisiken fir die Lebensmittelindustrie dar und werden daher von der EU stark
reguliert (siehe Verordnung (EG) Nr. 915/2023). Die regulierten Mykotoxine, die mit den SAFIA Kits gemessen
werden konnen, sind Ochratoxin A (OTA), Fumonisine (FUM, Isomere FB1, FB2), Deoxynivalenol (Vomitoxin,
DON), Zearalenon (ZEN) und Aflatoxine (AFL, Isomere AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) und T2 Toxin (T2). Die zulassigen
Hdchstgehalte sind abhangig von der Art des Lebensmittels.

1.2 Verfiigbare Kits

Tabelle 1. Ubersicht der verfiigbaren SAFIA Kits mit den darin enthaltenden Parametern

Bestellnummer Kit Parameter

FIELLO12 Feld Kit FUM, DON, ZEN, T-2 + Control

STO1L0O01 Lager Kit OTA, AFL + Control

SCR1LO13 Screening Kit OTA, AFL, FUM, DON, ZEN, T-2 + Control

1.3 Prinzip des SAFIA-Assay

Der Suspensionarray Fluoreszenzimmunoassay, kurz SAFIA, ist ein partikelbasierter Multiplexing-Schnelltest.
Fir das Multiplexing werden codierte Mikropartikel verwendet. Die Kodierung beruht auf unterschiedlichen
Mengen eines rot fluoreszierenden Farbstoffs, der in die Mikropartikel eingebaut ist. Jeder Code, dargestellt
durch eine bestimmte Farbstoffkonzentration, wird verwendet, um einen entsprechenden gemessenen
Analyten zu codieren. Das gesamte Messprinzip fur den Nachweis von Mykotoxinen basiert auf indirekt
kompetitiven Immunoassays. Die Mykotoxine sind chemisch auf der Oberflache der Partikel immobilisiert. Zu
den Partikeln werden Probe oder Standard, eine Mischung Mykotoxin-spezifischer Antikérper und Fluorophor-
markierte Antikorper gegeben. Die spezifischen Antikdérper binden kompetitiv entweder das jeweilige
immobilisierte Mykotoxin oder das in der Probe vorhandene Mykotoxin. Gebundene Antikérper werden mit
Farbstoff (griin fluoreszierend) markierten Antikdrpern gefarbt, um ein messbares Signal zu erzeugen. Aufgrund
der kompetitiven Reaktion ist die Konzentration des Mykotoxins umgekehrt proportional zum Signal und kann
Uber eine Kalibrationskurve bestimmt werden.

Das Auslesen der zur Kodierung verwendeten roten Fluoreszenz und der zur Quantifizierung verwendeten
grunen Fluoreszenz erfolgt mithilfe eines Durchflusszytometers. Innerhalb des Durchflusszytometers werden
die SAFIA-Mikropartikel hydrodynamisch separiert und die Fluoreszenz wird unabhéangig fur jeden Partikel mit
einem blauen und einem roten Laser/Detektor-System gemessen.
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Im Vergleich zu klassischen Immunoassays wie ELISA ist SAFIA ein Mix-and-Read-Immunoassay. Waschschritte,
die verwendet werden, um hohe Signalhintergriinde, Matrixinterferenzen zu vermeiden oder Signalanstieg zu

stoppen, sind nicht notwendig.

Zusatzlich zu den Mykotoxinen wird im SAFIA eine Kontrollmessung (,Control”) mit durchgefiinrt. Diese zeigt
an, ob Matrixeffekte den Test bei der Messung storen bzw., ob er richtig durchgefihrt wurde. Die Interpretation
findet dazu automatisch in SAFIA Score statt, siehe Abschnitt 7.4.

1.4 Durchfiihrung des SAFIA-Assay

Dieses Handbuch beschreibt die Durchfiihrung von Messungen im Mikrotiterplatten (MTP)-Format mit dem
CyFlow® Cube 6 V2m mit CyFlow® Robby Autoloading Station (im Nachfolgenden ,Cube 6“) genannt.

Ergédnzende Hinweise zum Bedienen des Cube 6 kdnnen den Anleitungen des Gerats entnommen werden. Die
Benutzung ist ausschlieBlich durch eingewiesene und geschulte Personen vorzunehmen. Bitte beachten Sie
die Sicherheitshinweise.

Die Durchfuihrung des Assays untergliedert sich in folgende Schritte:

Probenvorbereitung (Extraktion, ggf. Entfarben, Verdiinnen)
Durchfiihrung des SAFIA Assays (Mischen der Reagenzien)
Auslesen mit dem Cyflow® Cube 6 Durchflusszytometer
Auswertung des Assays mithilfe von SAFIA Score 1.1

AN e

1. Extraktion 3. Messung 4. Auswertung
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i
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Abbildung 1. Analysenablauf
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2 Produkthinweise

2.1 Kitinhalt

Tabelle 2. Kitinhalt

Bestandteil Anzahl und Status Information
Inhalt
96-Well Mikrotiterplatte 1 Gebrauchsfertig
Kalibrationsstandards 8 x 05 mlL Gebrauchsfertig Beschriftet mit ,Kal-1“ bis
(Calibration Standards) ’ .Kal-8“
Probenpuffer Konzentrat 10-fach Konzentrat
1 x 15 mL
(Sample Buffer)
Primére Antikorper 1 5 ml Gebrauchsfertig Beschriftet mit ,AK 1”
X
(Primary antibodies)
Sekundare Antikérper 2 % 5 ml Gebrauchsfertig Beschriftet mit ,AK 2“
(Secondary antibodies)
Partikel Stocklésung Konzentrat Im Vial mit Insert
. . 1 x 45pL
(Particle Stock solution)
Partikel-Puffer Gebrauchsfertig
. 1 x1,5mL
(Particle Buffer)
Fixierld hsferti
|?<|er.osung ' 1 % 10 mL Gebrauchsfertig
(Fixation Solution)
SAFIA PVPP-Adsorber Gebrauchsfertig Optional erhéltlich
Bestellnummer: SPVA-007
SAFIA PA-Adsorber Gebrauchsfertig Optional erhaltlich .

Bestellnummer: SPAA-008
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Tabelle 3. Konzentrationen der einzelnen Kalibrationsstandards

Standard | c(OTA) c(DON) c(ZEN) c(FUM) c(AFL) c(T2) c(KON)
ug L™ pg L™ g L-* pg L™ pg L™ pg L™ pg L™
KAL-1 1000 10000 1000 10000 1500 5000 1000
KAL-2 100 1000 100 1000 150 500 100
KAL-3 10 100 10 100 15 50 10
KAL-4 1 10 1 10 1,5 5 1
KAL-5 0,3 3 0,3 3 0,45 1,5 0,3
KAL-6 0,1 1 0,1 1 0,15 0,5 0,1
KAL-7 0,01 0,1 0,01 0,1 0,015 0,05 0,01
KAL-8 0,001 0,01 0,001 0,01 0,0015 0,005 0,001

2.2 Zusatzlich benotigte Reagenzien und Materialien
Spezifikationen zu den Materialien kdnnen Sie der Checkliste im Anhang entnehmen.

2.2.1 Gerate

- Analysenwaage

- Durchflusszytometer CyFlow® Cube 6 in der Variante mit einem Laser (488 nm, blau) mit CyFlow®
- Ein- und Mehrkanalmikropipetten

- Glasgefaf, verschliebar

- Mikrotiterplattenschuttler

- Multi-Kanal-Reservoir

- Robby Autoloading Station

- Roéhrchen fiir Probeneinwaage und Extraktion

- Schuttler fur Gefafie

- Zentrifuge

2.2.2 Reagenzien

- Ethanol 99 % vergallt mit MEK, IPA und Bitrex® (min. 99,8 %), fir Analyse auf 70 %(vol/vol) verdiinnen
- deionisiertes Wasser

2.2.3 Materialien fiir den Betrieb des Cube 6

- Sheath Fluid, Bestellnummer: 04-4007_R

- Cleaning Solution, Bestellnummer: 04-4009_R

- Decontamination Solution, Bestellnummer: 04-4010_R
- Hypochlorite Solution, Bestellnummer: 04-4012_R
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- 96-Well Mikrotiterplatte, Bestellnummer 04-2020
- Probenrohrchen (Tubes) fiir Sysmex Cube 6 Durchflusszytometer, Bestellnummer: 04-2000

- CyFlow Software

Optional: Material fir den SAFIA Performance Check:

- SAFIA Check FParticles, Bestellnummer: SCP-1L-010
- SAFIA Check Software, Bestellnummer: SCSO-009
Alternativ
- SAFIA Check Starter Kit (Partikel und Software), Bestellnummer: SCSK-1L-011

2.3 Lagerung und Verwendung des Kits

Das Kit ist im Kuhlschrank bei 2-8 °C zu lagern und darf keinesfalls eingefroren werden (z. B. bei -20 °C).
Vor der Verwendung sind alle Komponenten auf Raumtemperatur zu bringen, direkte Lichteinwirkung ist
zu vermeiden. Nach Ablauf des Verfallsdatums kann keine Garantie ibernommen werden. Einzelne
Reagenzien des Kits durfen nicht mit Reagenzien aus anderen Kits ausgetauscht werden, auch dann nicht,
wenn die gleiche Chargennummer aufgedruckt ist. Die Verwendung des Kits ist ausschliefllich durch
geschultes Personal zulassig, wobei die Gebrauchsanweisung strikt einzuhalten ist. Nach Offnung
empfehlen wir das Kit innerhalb von einem Monat aufzubrauchen. Der verdiinnte Probenpuffer ist bei

Raumtemperatur zu lagern.

2.4 Sicherheitshinweise

Die Kitbestandteile Calibration Standards und Fixation solution enthalten Mykotoxine in geringen
I Mengen und sind entsprechend mit Vorsicht zu behandeln.

Die Kits enthalten gesundheitsgefahrdende Substanzen. Sicherheitshinweise und Vorsichts-
maBBnahmen zu den enthaltenen Komponenten entnehmen Sie bitte den Sicherheitsdatenblattern

(SDS).

Alle Reagenzien und Materialien missen nach Gebrauch sachgerecht und eigenverantwortlich
I entsorgt werden. Beachten Sie bei der Entsorgung die jeweils national geltenden Vorschriften und
™ ziehen hier ggf. die Sicherheitsdatenbléatter hinzu.

Wir empfehlen die Dekontamination von Glas- oder anderen Geraten, die mit toxinhaltigen

Ldsungen in Kontakt gekommen sind, entweder mit alkalischem Schnellreiniger oder einer 10 %igen

Hypochlorit-Ldsung vorzunehmen.
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2.5 Ablage der Daten

Bei der Installation des Systems werden einige Dateien und Ordner angelegt. Veradndern Sie diese nicht, da
sonst die automatische Verarbeitung der Daten gestdrt wird. In Tabelle 4 sehen Sie eine Ubersicht iiber die
Dateien und wo sie gespeichert sind. Nur die mit *-markierten Dateien sind jene, die Sie manuell in CyView bzw.
SAFIA Score auswahlen mussen. Heften Sie flir ein komfortables Arbeiten die Unterordner Export-Files an den
Schnellzugriff an.

Tabelle 4 Ubersicht der Dateipfade und Datenablage des SAFIA Systems

C:\ProgramData\PartecGmbH\Cube_18\config\Mycotoxins

Datei(en) Datei-Namen

Configuration-File zur Durchfuhrung des Performance Checks und der Messungen | Mycotoxins-
SCR_A_Robby.cv85'™

Configuration-File zur Durchfiihrung einer Reinigung Cleaning-MTP.cv85*

C:\ProgramData\PartecGmbH\Cube_18\templates\Quality Control

Datei(en) Datei-Namen

FCS Express Layout Template (wird automatisch in FCS Express zur Calc_Mycotoxins-SCR_A

Datenverarbeitung geladen)

C:\ProgramData\PartecGmbH\Cube_18\data\cyflow\

Datei(en) Datei-Namen

.fcs-Dateien der Messungen (werden hier automatisch abgespeichert mit Datum Datum_Uhrzeit_Tray-
und ID) ID_Letzte Well ID.fcs

C:\User\cyflow\Documents\

Ordner Unterordner Datei(en) Datei-Format
SAFIA- Export-Files Rohdaten fiir SAFIA Score (werden hier .CsV*
Check automatisch tber FCS Express abgelegt)

Reports Reports des Performance Checks (werden .pdf

hier Giber SAFIA Check abgelegt)

SAFIA- Export-Files Rohdaten fiir SAFIA Score (werden hier .CSV*
Mycotoxins automatisch tber FCS Express abgelegt)
Optional:
SAFIA-Files SAFIA Score-Dateien .sdf
FCS Express Layouts | Layouts einzelner Messungen fey

! Bitte beachten Sie, dass auf jedem Gerét einmal das originale Configuration-File (,SCR_A_Robby.cv85“) und ein auf Ihr Gerat angepasstes
Configuration-File hinterlegt sind. Verwenden Sie zur Messung stets das angepasste Configuration-File, das dieses die korrekt
eingestellten Gain-Werte der Detektoren ihres Gerats enthélt.
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3 Starten des Cube 6

1. Vor dem Start sollte die Flasche Waste vollstandig entleert werden.

2. Die Flasche Sheath sollte ca. zu 80 % mit Sheath Fluid aufgefllt werden.
3. Schalten Sie das Gerét ein (Kleiner Schwarzer Knopf auf dem Gerét).

4. Die Messoftware CyView™ offnet sich automatisch. Warten Sie, bis diese komplett geladen ist und das
Gerat einsatzbereit ist.

5. Loggen Sie sich mit Inrem Account in der Software ein.

6. Offnen Sie das Configuration File (Mycotoxins-SCR_A_Robby.cv85 2 fiir die Messung iiber CFG Upload r::: .

7. Klicken Sie dazu auf Prime ‘,’r gl in der Hauptleiste und dann auf Start u (siehe Abbildung 2) und
folgen Sie den Anweisungen durch das Prime-Programm (siehe Abbildung 3).

Workstep Settings

1

X000 V:0.00
000

Abbildung 2. Lage des Prime Programms, der Einstellungen und des Start Buttons

2 Bitte beachten Sie, dass auf jedem Gerét einmal das originale Configuration-File (,SCR_A_Robby.cv85“) und ein auf Ihr Gerat angepasstes
Configuration-File hinterlegt sind. Verwenden Sie zur Messung stets das angepasste Configuration-File, das dieses die korrekt
eingestellten Gain-Werte der Detektoren ihres Gerats enthélt.
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Abbildung 3. Schritte des Prime Programms
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4 Durchfilihrung eines Performance Checks

4.1 Erlauterung des Performance Checks

Wir empfehlen die messtagliche Uberpriifung der Gerateperformance des Cube 6 mit den SAFIA Performance
Check Partikeln und die Auswertung mithilfe von SAFIA Check. Wurde der Performance Check am Tag bereits
durchgefuhrt, fahren Sie mit Abschnitt 5 fort.

Mithilfe des SAFIA Performance Checks wird die korrekte Funktion des Cube 6 fur die Messung von SAFIA
Assays Uberpruft. Dazu wird eine Mischung von SAFIA Performance Check Partikeln gemessen. Die Messung
muss dabei vorher definierte Intensitats-, Partikelzéhlraten (Count), Variationskoeffizienten (%CV) und Signal-
zu-Rausch (S/N)-Verhéltnisse in den entsprechende Detektoren FSC, SSC, FL-1und FL-3 aufweisen, damit der
SAFIA Performance Check bestanden wird. Bei einer erfolgreichen Messung werden 20.000 Partikel gemessen,
welche im Streuplot FSC/SSC als Population in dem Gate ,Partikel” auftauchen (siehe Abbildung 4 A). In
Streuplot FSC/FL-3 sind 5 Gates eingezeichnet, in denen jeweils 1 oder 2 Populationen sichtbar werden (siehe
Abbildung 4 B). Die Populationen aus diesen 5 Gates sind in 5 Histogrammen in FL-1 aufgetrennt, sodass jeweils
eindeutig zwei Peaks zwei Populationen abbilden (siehe Abbildung 4 C).

n5113]
11632

20000 (85%) Limiz: 20000 X:A57.00 ¥:1126.45)

Abbildung 4. Ubersicht SAFIA Check. FSC/SSC-Streuplot in A, FSC/FL-3-Streuplot in B sowie FL-1-Histogramm in C

Das S/N-Verhaltnis wird in SAFIA Check errechnet aus dem Quotienten der Intensitat im FL-1(MAX) und FL-1
(MIN) fur jede Population im FL-1. Mit dem SAFIA Performance Check kénnen somit kontrolliert werden:

- die korrekte Funktionsweise des fluidischen Systems

- der Status des Lasers

- die korrekte Funktionsweise des FL-3 Detektors (Codierung der SAFIA Assay Partikel)

- die korrekte Funktionsweise des FL-1Detektors (dynamischer Bereich der SAFIA Assays)
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4.2 Vorbereitung

Die SAFIA Check Partikel missen vor dem Durchfuhren der Messung verdiinnt werden.

1. Schutteln Sie die Flasche mit den SAFIA Check Partikeln mindestens 15 Sekunden kraftig.
2. Entnehmen Sie 10 pL der Partikelsuspension und fligen Sie sie zu 10 mL Sheath Fluid hinzu.
3. Schutteln Sie Partikel nochmals fur mindestens 15 Sekunden.

4. Die Partikel sind nun fertig zum Messen. Die fertige Losung kann weitere 5 Tage verwendet werden, danach
muss sie verworfen werden. Sie ist im Kiihlschrank bei 2-8 °C zu lagern.

4.3 Durchfuhrung

1. Klicken Sie auf QC Cube @ slel.Cl in der Hauptleiste und Uberprufen Sie unter Einstellungen >
Measure, ob der Sample Port als Sample Source ausgewahlt ist und die Einstellungen mit denen in
Abbildung 5 Gibereinstimmen.

Automatic Functions

Autostart

Measure Mode

nts per region)

Workstep Settings
Command+Parameter Value  Unit
[F9 StartMeas
E Flow
E Value

9 VolumeEndCondition

B Value

Abbildung 5. Einstellungen der Messung

2. Klicken Sie auf Start u und folgen Sie den Anweisungen durch das QC-Programm (siehe Abbildung 6).
Sollten keine Partikel erfasst werden, befolgen Sie die Hinweise in Abschnitt 10.2.

SAFIA SAFIA Performance Check Clean

Performance Check Performance Check

* Comnect a sample tube filed with

Step 1 of 1:

2 ml of Cleaning Solution.
\. *Press "Continue™

* Connect a sample tube filled with
Performance Chedk finished - Please Continue
1 mi diluted SAFIA Check Particles.

*Press "Continue™

Cancel

Abbildung 6. Ansicht der Anweisungen des QC-Programm Ablaufs

3. Wenn die Messung beendet ist, 6ffnet sich automatisch das Programm FCS Express. Auf der linken Seite
sind die oben beschriebenen Plots und Histogramme zu sehen, auf der rechten Seite in Datalist ist die
verwendete .fcs-Datei sichtbar (siehe Abbildung 7). Wenn nicht automatisch die richtigen Daten geladen
werden, beachten Sie die Hinweise in Abschnitt 10.4.
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Abbildung 7. Darstellung der .fcs-Daten in FCS Express

4. Uberpriifen Sie in FCS Express, ob die Populationen in den vorgesehen Gats liegen und passen sie bei
Bedarf leicht an. Klicken Sie dazu das entsprechende Gate an und verschieben es an die gewlnschte
Position. Klicken Sie unter dem Reiter Batch & Export auf Run (siehe Abbildung 8).

5. Es offnet und schlieft sich kurz ein Fenster, welches Sie ignorieren kénnen. Nun wird die .fcs-Datei eine in

.csv- Datei konvertiert, welche mit SAFIA Check ausgewertet werden kann. Die .csv-Datei wird automatisch

im Ordner SAFIA Check = Export-Files gespeichert.

Format Plot

File Home Insert Design Gating Batch & Export Text Data Tools View Help Format Muilti Plot
@ | @ | % % Increment Value |1 =
== = ‘ 0| | A w =)
Export  Exportas  Export Page Export Selection Actionsand Options | Run |Rerun Review Panels 2 Of Stationary Controls [0 Data
asPDF  PowerPoint  as Picture as Picture Reports List
Single Export Batch Export to PDF, PowerPoint, Excel, Prism, ... Organize Data Sets

Abbildung 8. Ansicht des Reiters Batch & Export in FCS Express sowie Lage von Run

6. Fuhren Sie in CyView das Spulprogramm Performance Check Clean aus. Nach Abschluss der Messung
offnet sich hierzu automatisch ein Fenster, das Sie durch den Vorgang flhrt (sieche Abbildung 6 C). Der
Reinigungsvorgang startet automatisch und entfernt eventuell verbliebene Partikel aus dem Geréat.

4.4 Auswertung eines Performance Checks mit SAFIA Check
1. Offnen Sie SAFIA Check und klicken Sie auf den Button Add New Performence Check |

2. Zum Hinzufugen der .csv-Datei klicken Sie in dem sich 6ffnenden Fenster auf Load CSV-File. Wahlen Sie
die entsprechende Datei aus dem Ordner SAFIA Check = Export-Files aus.
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Bl ~dd New Check ] x

Operator

Comment

Load CSV-File

Confirm New Performence Check

Abbildung 9. Ansicht des Fensters Add New Check mit den Buttons Load CSV-File und Confirm New Performance Check sowie den
Freitextfeldern Operator und Comment

Sie haben die Mdglichkeit den Namen der durchfiihrenden Person einzutragen, sowie einen
Kommentar zu speichern, die bei der Interpretation hilfreich sein kdnnen, bspw. wenn Wartungen
am Gerat vorgenommen wurden.

3. Durch Klicken des Button Confirm New Performance Check wird die .csv-Datei in SAFIA Check geladen
und der Performance Check wird ausgefiihrt.

I Ein nachtragliches Andern oder Léschen des Performance Checks ist dann nicht mehr méglich!
e Jede fcs Dateikann nur einmal mit dem SAFIA Performance Check ausgewertet werden.

4. Das Ergebnis des Performance Checks wird automatisch als .pdf-Datei im Ordner SAFIA Check -2 Reports
gespeichert.

I SchlieBen Sie FCS Express nach Abschluss, ohne zu speichern, damit die Vorlage nicht

Uberschrieben wird. Wenn Sie eine Anpassung der Gate-Positionen speichern méchten, mussen Sie
die .fcs-Datei zuvor aus der Datenliste entfernen.
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4.5 Anlegen einer neuen Messreihe mit neuer LOT-Nummer

Wenn Sie eine neue Charge SAFIA Check Partikel erhalten haben oder z. B. nach einer Wartung eine neue
Messreihe starten wollen, missen Sie ein neues LOT-File erzeugen.

1. Klicken Sie dazu auf den Button Mew LOT . Tragen Sie in das sich 6ffnende Fenster die LOT-/ID und
die aufgelisteten Parameter ein (siehe Abbildung 10). Die Parameter werden mit den SAFIA Check Partikeln
mitgeliefert. Sie dienen als Vergleichsgréfen (Benchmark) fur jeden Performance Check.

ER newLoT O *®

Select Device Cubeb V2M

LOT ID

Int FSC

Int 55C

%CV FSC

9%CV 55C

%CV QC-1 FL1

%CV QC-2 FL1

%CV QC-3 FL1

%CV QC-4 FL1

%CV QC-5 FL1

%CV QC-1 FL4

Abbildung 10. Ansicht des Fensters New LOT

2. Klicken Sie auf den Button Add LOT File.

Sollten bei der ersten Messung lhrer SAFIA Check Partikel die gemessenen Werte von den
Benchmarkwerten abweichen, kann es sein, dass die Gain-Werte der Detektoren nachjustiert
werden mussen. Dies kann auch nach einer Geratewartung der Fall sein. Kontaktieren Sie hierzu
den Sysmex Support.
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5 Planen des SAFIA Assays in SAFIA Score

Stellen Sie sicher, dass jede Platte (Well A1 bis H12) mindestens eine Acht-Punkte-Kalibrierkurve
enthalt! Diese sollte in Doppelbestimmung ausgefuhrt werden. Andernfalls ist die Auswertung des
Tests mit SAFIA Score nicht méglich.

Benutzen Sie ausschlie3lich die mitgelieferte, schwarze 96-Well Mikrotiterplatte zur Durchfuhrung

des Assays.

1. Offnen Sie SAFIA Score.

In der Mentileiste finden Sie die Reiter File (Laden, Speichern, Editieren von Dateien und Beenden
der Software), Export (Erstellen eines Reports) und Raw Data (Anzeigen der Daten aus der .csv-
Datei). Die Software gliedert sich in die Arbeitsbereiche Start, Samples and Calibrations, Plate
Layout, Calibration Curves, Results und ggf. Raw Data. Diese Reiter kdnnen durch Anklicken
erreicht werden. Die Arbeitsbereiche Calibration Curves, Results, References und Raw Data sind
erst nach Einlesen der .csv-Datei und nach Anklicken des Buttons Calculate im Arbeitsbereich
Plate Layout freigeschaltet.

2. Starte Sie eine neue Analyse im Reiter Start Giber den griinen Button + New Analysis (siehe Abbildung 11).

& SAFIA Score - Analysis-2

File Kit Export Raw Data

Start | Samples and Calibrations | Plate Layout | Calibration Curves | Results References Raw Data

+ New Analysis Analysis-8 Analysis-7 Analysis-6

Analysis-4 Analysis-3 Analysis-2 Analysis-1

Abbildung 11. Ansicht des Startbereichs von SAFIA Score

Sie kdnnen auch eine altere Analyse 6ffnen. Klicken Sie dazu im Startbereich auf den blauen
Button einer alteren Analyse. Alternativ kénnen Sie ein SAFIA Data File (.sdf-Datei) durch
Doppelklick 6ffnen oder unter File = Load.
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3. Wabhlen Sie in dem sich 6ffnenden Fenster im Dropdown-MenU das entsprechende Kit aus. Geben Sie eine
Analysis-ID ein und klicken Sie auf Start Analysis (siehe Abbildung 12).

B New Analysis O X

Select a Kit Analysis ID

Screening-Kit ~ [ ]

Start Analysis

Abbildung 12. Ansicht des Fensters New Analysis

Das Vergeben einer Analysis-ID erleichtert die Verknupfung von .fcs, .csv und .sdf Daten. Sie kann
im MenU unter File/Edit Analysis ID gedndert werden.

4. Gehen Sie zum Arbeitsbereich Sample and Calibration. Hier befinden sich drei Tabellen, die sich Uber die
entsprechenden Buttons ein- und ausblenden lassen. In der Calibration Table finden Sie vorausgefullt die
Konzentration der einzelnen Standards, die mit dem Kit mitgeliefert werden. Sie haben die Mdglichkeit
diese nach Bedarf zu editieren, z. B. Andern der Konzentration, Léschen und Hinzufiigen eines Standards.
Auf3erdem kann Uber die Spalte Replicates festgelegt werden, wie oft ein Standard gemessen werden soll,
siehe Abbildung 13.
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Andern Sie diese Tabelle nicht, wenn Sie planen alle Standards wie von uns geliefert zu
verwenden. Legen Sie lediglich die Anzahl der Wiederholungsmessungen fest.

Wir empfehlen jeden Standard oder jede Probe mindestens zweimal zu messen; unerfahrene
Personen sollten jeden Standard/jede Probe dreimal messen.

B saFiA Score
File  Kit Library

¥ Calibration

Replicates 2

Calibratio... 3
Calibratio...
Calibratio...
Calibratio...
Calibratio...
Calibratio...
Calibratio...

WoWw oW W W W ow

Calibratio...

¥ Samples

Sample ID

All Replicates

Sample ID

Start Samples and Calibrations = Plate Layout

Calibration Replica... Color (Control) [pg... (OTA) [pg/L] (DON) [pg/L] (FUM) [pg/L] (ZEN) [pg/L] (AFL) [pg/L] (T2) [pg/L]

Export Raw Data

Set all Calibration Replicates Delete Calibration Add Calibration

1000.0 1000.0 10000.0 10000.0 1000.0 1500.0 5000.0
100.0 100.0 1000.0 1000.0 100.0 150.0 500.0
100 100 100.0 100.0 100 15.0 50.0
1.0 1.0 10.0 10.0 1.0 1= 50
03 03 30 30 03 0.45 15

0.1 0.1 1.0 1.0 0.1 0.15 05
0.01 0.01 0.1 0.1 0.01 0.015 0.05
0.001 0.001 0.01 0.01 0.001 0.0015 0.005

Replicates  Dilution Factor

2 16 Add Sample

1 Set all Sample Replicates ~ Delete Sample  Transfer Sample to References

Replicates Dilution Factor Color

Set Plate Layout

Abbildung 13. Ubersicht der Funktionen des Arbeitsbereichs Samples and Calibration

5. Tragen Sie nun lhre Proben in die Sample Table ein. Vergeben Sie fur jede Probe eine eineindeutige
Sample ID (Probenbezeichnung) und legen Sie Uber das Replicates Fenster fest, wie oft eine Probe
gemessen werden soll. Die Sample ID kann durch Doppelklick in die entsprechende Zelle geandert, jedoch

niemals doppelt vergeben werden.

Die Sample-ID kann entweder mit einem Barcodescanner in die Zwischenablage ibernommen
und in SAFIA Score eingefligt oder aus einem Tabellenkalkulationsprogramm herauskopiert und
eingefugt werden. Achten Sie darauf, dass beim Einfligen nur die betreffende Zeile blau markiert
ist (einfacher Klick). Durch einen Doppelklick auf eine Zelle der Spalte Sample ID konnen Sie den
Namen einer einzelnen Sample-ID eingeben oder andern.
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— ¥ Sampies
» alibration

¥ Samples Sample ID Replicates  Dilution Factor

2 1% Add Sample
Sample ID Replicates  Dilution Factor
o @ All Replicates 1 Setall Sample Replicates | Dalete Sample  Transfer Sample to References

All Replleates 1 Serall Sample Replicats | Delete Sample  Transfer Sample to References Senelainy Eeplicnc il Tl

: .
16

sample 1

Sample ID Replicates Dilution Factor  Color el
Sample 3

Sample 4

Abbildung 14. Einfiigen der Sample ID’s aus einem Tabellenkalkulationsprogramm

6. Geben Sie den Verdlinnungsfaktor der Probe unter Dilution ein. Klicken Sie anschliefend auf Add Sample
um die Probe zur Tabelle hinzuzufligen. Die Werte in den Spalten Replicates und Dilution kénnen auch
spater noch editiert werden. Die vergebene Farbe der Probe hilft im nachsten Schritt beim Erstellen des
Plattenlayouts.

Den Verdunnungsfaktor kdnnen Sie Abschnitt 6 entnehmen. Fir das SAFIA Mykotoxin Kit betragt
er nach der Standard-Prozedur ,16“ flr Flussige Proben ,,8“ und fir Krauter und Gewurze ,32".
Wenn Sie Proben in mehreren Verdiunnungsstufen messen wollen, missen Sie fur jede
unterschiedlich verdinnte Probe eine eigene Sample ID angeben.

7. Optional: Sie kénnen in der Reference Table Proben mit Referenzkonzentration eintragen, analog zur
Sample Table (z. B. Referenzmaterialien oder Blank-Messung).
Nach dem Ende der Analyse ermittelt SAFIA Score automatisch die Wiederfindungsrate der
Referenzproben. Diese finden Sie im Arbeitsbereich References. Mithilfe des Buttons Transfer Sample to
References kénnen Sie auch Referenzproben, die versehentlich in die Sample Tabelle eingetragen wurden,
zur References Table hinzufugen.

B sara score - o x

File KitLibrary Export

Start  Samples and Calibrations | Plate Layout

Sample ID Type Replicates Color Well Sample ID
Samplel Sample 3 AO1 Calibration1
Sample2 Sample 3 AQ2 Calibration1
Sample3 Sample 3 - A03 Ref. Sample 1
Sample4 Sample 3 AD4 Ref. Sample 1
Ref. Sample 1 Reference 2 T2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 A0S EMPTY
Ref. Sample 2 Reference 2 A A06 EMPTY
Ref. Sample 3 Reference 2 - B . . A7 EMPTY
Ref.Sample4  Reference 2 c o0 A0B EMPTY
Calibration1 Calibration 2 D . . A09 EMPTY
Calibration2 Calibration 2 E . . A10 EMPTY
Calibration3 Calibration 2 F . . A1l EMPTY
Calibration4 Calibration 2 A2 EMPTY
Calibration5 Calibration 2 i : : . . . BO1 Calibration2
Calibrationb Calibration 2 B02 Calibration2
Calibration7 Calibration 2 Block (V) Block (H) Custom  Clear BO3 Ref. Sample 2
Calibration8 Calibration 2 BO4 Ref. Sample 2

BOS EMPTY

Export Plate to .csv

Hide Empty Wells

Cubeb V2m FCS Express ~ m

Abbildung 15. Ubersicht der Funktionen im Arbeitsbereich Plate Layout

8. Gehen Sie zum Arbeitsbereich Plate Layout um eine Zuordnung der Proben und Standards zu den
Kavitaten der Mikrotiterplatte vorzunehmen. Die Kavitaten haben einen alphanumerischen Code (A1, B1, C1
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usw. bis H12) (siehe Abbildung 15). Die Zuordnung kann automatisch tiber die Buttons Block (V) oder Block
(H) erfolgen. Dabei werden die Replikate der Proben und Referenzproben entweder vertikal (V) oder
horizontal (H) angeordnet. Die Replikate der Kalibrationsstandards werden grundsatzlich horizontal auf der
Mikrotiterplatte platziert. Mithilfe des Buttons Clear kdnnen sie alle Eingaben I6schen.

Das Plattenlayout kann auch manuell mithilfe des Buttons Custom erstellt werden. Dadurch &ffnet sich ein
separates Fenster (siehe Abbildung 16). In der Tabelle auf der linken Seite wéhlen Sie die gewlinschte Probe
aus und ordnen dieser durch Klicken ein einzelnes Well oder durch Klicken und Ziehen mehrere Wells zu.
Falsch zugewiesene Proben kdnnen in gleicher Weise mit der Aktivierung des Buttons EMPTY in gleicher
Weise wieder entfernt werden. Alternativ lassen sich alle Replikate einer Probe per Drag-and-Drop auf die
Platte ziehen; diese werden dabei automatisch horizontal angeordnet. In der Spalte Remaining wird die
Anzahl der Replikate angezeigt, die noch nicht auf der Platte platziert wurden. Werden einer Probe mehr
Kavitaten zugeordnet als ursprunglich unter Replicates angegeben, erscheint dort eine negative Zahl.

Esist essenziell, dass die angegebenen Wiederholungsmessungen der Standards und Proben aus
dem Arbeitsbereich Samples und Calibration mit den Replikaten im Arbeitsbereich Plate Layout
Ubereinstimmen. Sollte dies nach der Erstellung des Plate Layouts mithilfe der Funktion Custom
nicht der Fall sein wird automatisch folgende Warnung angezeigt: ,WARNING: Replicates are not
matching”.

B m] x

Sie haben nun die Mdglichkeit entweder den Vorgang
abzubrechen und das Plate Layout entsprechend zu
WARNING: Replicates are not matching andern (Button Cancel), oder die
Wiederholungsmessungen gleich in die entsprechende

Transfer Replicates to Table | | Cancel Tabelle unter Sample and Calibration eintragen zu lassen

(Button Transfer Replicates to Table).

B custom Plate Layout O X
Name Color Remaining
Calibration1 1 * 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Calibration2 0 A
Calibration3 0 B
Calibration4 0 C
Calibration5 0 D . .
Calibration6 0 E
Calibration7 0 . ::
Calibration8 0 G . .
Sample: Sample1 3
Sample: Sample2 3 : . .
Sample: Sample3 - 3
Sample: Samples | CEEED

Abbildung 16. Menii zum Erstellen eines benutzerdefinierten Plattenlayouts
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Uber den Button Export Plate Table kénnen Sie das Plate Layout in eine .csvDatei (.xIsx)
exportieren, diese kdnnen Sie z. B. mit einem Tabellenkalkulationsprogramm 6ffnen.

10. Speichern Sie das SAFIA Data File (.sdf) ab, um die Analyse spater fortzusetzen. Dies ist moglich unter dem
Menu File > Save As.

11. Die Vorbereitung des Assays in SAFIA Score ist nun abgeschlossen. Sie kdnnen das erstellte Plate Layout
nun im Assay verwenden und die Messung im Cube 6 durchfihren.
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6 Probenvorbereitung

Die zu wahlende Probenvorbereitung ist abhangig von der Art des Lebensmittels (siehe Tabelle 5). Die Proben
mussen vor der Extraktion homogenisiert vorliegen, z. B. durch Vermahlen des Probenmaterials mit einer
Muhle. Hierbei ist z. B. auf einheitlich Korngréfien und auf die jeweils geltenden Vorschriften zu achten. Die
angegebenen Probenmengen sollten nicht unterschritten werden, kénnen bei Bedarf aber grofier gewahlt
werden. Hierbei ist zu beachten, dass die Verhaltnisse von Probenmaterial und Extraktionsmittel nicht gedndert
werden dirfen. Die Probenvorbereitung gliedert sich in folgende Schritte (siehe Abbildung 17):

1. Extraktion mit 2. Verdinnung in 3. Aufteilung in
70 % Ethanol (ggf. Entfarben)  Probenpuffer Mikrotiterplatte

= -

> o N
| B

Abbildung 17. Ubersicht tiber die Schritte der Probenvorbereitung

6.1 Puffervorbereitung

Vor dem Bearbeiten der Proben muss das Probenpufferkonzentrat 1:10 verdiinnt werden:
- 15 mL des Probenpufferkonzentrats in sauberes, verschlieBbares Glasgefas fullen.

- 135 mL deionisiertes Wasser hinzufigen.

- Verdlnnten Probenpuffer im Kihlschrank bei 2-8 °C lagern.

- Bis zum Ablauf des Verfallsdatums des Kits verwendbar.

- Vor Verwendung muss der Probenpuffer auf Raumtemperatur gebracht werden.

Es kann vorkommen, dass bei Lagerung des Probenpufferkonzentrats bei 2 - 8 °C ein Stoff
ausfallt. Dieser 16st sich vollstandig beim Verdlnnen. Bitte achten Sie darauf, dass der gesamte
Inhalt der Flasche gelost wird. Spiilen Sie die Flasche ggf. mit dem verdiinnten Probenpuffer
nach.
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6.2 Anleitung der Probenvorbereitung

Folgen Sie zur Probenvorbereitung dem Protokoll aus Tabelle 5 fiir die jeweilige Matrix. Die Probenvorbereitung
ist matrixspezifisch, daher ergibt sich fir mache Matrices eine leichte Anpassung des Standardprotokolls (Feste
Lebensmittel mit hohem Proteingehalt). Beachten Sie die Hinweise zu besonderen Matrices in Abschnitt 9.

Tabelle 5. Protokolle der Probenvorbereitung fiir unterschiedliche Matrices. Abweichungen vom Standardprotokoll sind griin

hervorgehoben.

Probenart

Beispiele

Probenvorbereitung

Faktor

Feste Lebensmittel
mit hohem
Proteingehalt

Getreide,
Mais,
Hulsenfriichte

1)
2)

3)
4)

5)

5 g Probenmaterial einwiegen.

20 mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben
und die Proben fur 15 min schutteln,

z. B. in einem Uberkopfschiittler.

5 min bei 1.000 g zentrifugieren.

Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen
(z.B. 250 puL Probe in 750 pL Probenpuffer)
und kurz schitteln.

10 min bei 12.000 g zentrifugieren.

16

Lebensmittel mit
hohem Fettgehalt

Haselnusse,
Erdnusse,
Mandeln,
Pistazien,
Ole

1)
2)

3)
4)

5)

6)

5 g Probenmaterial einwiegen.

20 mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben
und die Proben fur 15 min schutteln,

z. B. in einem Uberkopfschiittler.

5 min bei 1.000 g zentrifugieren.

Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen
(z.B. 250 puL Probe in 750 pL Probenpuffer)
und kurz schatteln.

3 Spatelspitzen* SAFIA PVPP-Adsorber pro 1
mL verdlnnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .

10 min bei 12.000 g zentrifugieren.

16

Feste Lebensmittel
mit hohem
Zuckergehalt

Getrocknete
Rosinen,
Datteln,
Feigen

1)
2)

3)
4)

5)

5 g Probenmaterial einwiegen.

20 mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben
und die Proben fur 15 min schutteln,

z. B. in einem Uberkopfschiittler.

5 min bei 1.000 g zentrifugieren.

Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen
(z.B. 250puL Probe in 750 pL Probenpuffer)
und kurz schitteln.

10 min bei 12.000 g zentrifugieren.

16
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Probenart Beispiele Probenvorbereitung Faktor
Spezialwaren Krauter und 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 32
Gewdlirze 2) 40mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
(Paprika, die Proben fir 15 min schitteln, z. B. in einem
Chili, Uberkopfschiittler .
Ingwer) 3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren.
4) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schutteln.
5) 2 Spatelspitzen* SAFIA PA-Adsorber pro 1 mL
verdinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .
6) 10 min bei 12.000g zentrifugieren.
Heu 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 32
2) 40mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
die Proben fir 15 min schitteln, z. B. in einem
Uberkopfschiittler .
3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren.
4) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schutteln .
5) 2 Spatelspitzen* SAFIA PA-Adsorber pro 1 mL
verdinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .
6) 10 min bei 12.000 g zentrifugieren.
Cannabis 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 16
2) 20mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
die Proben fir 15 min schitteln, z. B. in einem
Uberkopfschiittler .
3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren.
4) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schutteln .
5) 3 Spatelspitzen* SAFIA PVPP-Adsorber pro 1 mL
verdiinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .
6) 10 min bei 12.000 g zentrifugieren.
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Probenart Beispiele Probenvorbereitung Faktor
Stark gerdstete Malz, 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 16
Produkte Melasse 2) 20 mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
die Proben fir 15 min schitteln, z. B. in einem
Uberkopfschiittler .
3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren.
4) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schutteln.
5) 3 Spatelspitzen* SAFIA PVPP-Adsorber pro 1 mL
verdinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .
6) 10 min bei 12.000g zentrifugieren.
Produkte mit viel 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 16
Chlorophyll 2) 20mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
die Proben fir 15 min schitteln, z. B. in einem
Uberkopfschiittler .
3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren.
4) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schutteln .
5) 2 Spatelspitzen* SAFIA PA-Adsorber pro 1 mL
verdinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .
6) 10 min bei 12.000 g zentrifugieren.
Produkte mit viel | Cranberrys, 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 16
Anthocyanen und | Himbeeren 2) 20mL 70 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
Polyphenolen die Proben fir 15 min schitteln, z. B. in einem
Uberkopfschiittler .
3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren.
4) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schutteln .
5) 3 Spatelspitzen* SAFIA PVPP-Adsorber pro 1 mL
verdiinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .
6) 10 min bei 12.000 g zentrifugieren.
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Probenart Beispiele Probenvorbereitung Faktor
Flissige Safte, 1) 5mL Probe abmessen. 8
Lebensmittel Getranke, 2) 5mL 100 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
ohne viele WeiBwein die Proben kurz schutteln.
Farbstoffe 3) 5min bei 1.000g zentrifugieren, wenn viele
Schwebstoffe vorhanden sind.
4) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schatteln .
5) 10 min bei 12.000g zentrifugieren.
Flussige Kirschsaft, 1) 5mL Probe abmessen. 8
Lebensmittel mit | Beerensaft, 2) 5mL 100 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
hoher Roter die Proben kurz schitteln.
Konzentration an | Traubensaft, | 3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren, wenn viele
roten Farbstoffen | Rotwein Schwebstoffe vorhanden sind.
4) 3 Spatelspitzen* SAFIA PVPP-Adsorber pro 1 mL
Extrakt hinzugeben und 15 min schutteln
5) 5 min bei 1.000¢g zentrifugieren.
6) Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen (z.B.
250 yL Probe in 750 pL Probenpuffer) und kurz
schutteln .
7) 10min bei 12.000 g zentrifugieren.

* 2 Spatelspitzen PA bzw. 3 Spatelspitzen PVPP sind ca. 15-25 mg. Die Entfarbung wurde im Bereich zwischen
10 - 50 mg/mL PA/PVPP getestet, dabei wurden kein Einfluss bzgl. der Menge des Adsorbers auf die
Analysenergebnisse festgestellt.

Weitere Protokolle fur spezifische Matrizes und Anwendungen sowie Aktualisierungen bestehender
Protokolle sind unter www.safia.tech verfiigbar. Bitte prufen Sie regelmasig, ob neue Updates vorliegen.
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7/ Durchfuhrung des SAFIA Assays

Abbildung 18 zeigt schematisch die einzelnen Schritte der Durchfihrung des SAFIA Assays.

1. Hinzuflgen 3. Inkubation 5. Inkubation

Partikel

2. Hinzufligen
Antikérper

4. Hinzufligen
Fixierldsung

6. Hinzufligen
DI-Wasser

Abbildung 18. Durchflihren des SAFIA Assays

7.1 Vorbereitung

1. Planen Sie, falls noch nicht geschehen, Ihr Plattenlayout (Zuweisung der Proben und Standards zu den
Wells der Mikrotiterplatte). Dies kann mithilfe der Software SAFIA Score erfolgen (siehe Abschnitt 5).

2. Bringen Sie alle Kit-Reagenzien auf Raumtemperatur.

3. Schitteln Sie die Fixierldsung vor der Verwendung, da es bei Lagerung bei 2-8 °C zum Ausfallen einer
Komponente kommen kann, die sich jedoch bei Raumtemperatur wieder vollstandig 16st.

4. Stellen Sie die benétigte Menge der Partikelarbeitslosung frisch her:
- Partikelstocklésung mindestens 20 s kraftig schitteln.
- Im Verhaltnis 1:33 in Partikelpuffer verdlinnen (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6. Pipettierschema fiir 1, 3, 6, 9 und 12 Streifen einer MTP

1 Streifen | 3 Streifen 6 Streifen 9 Steifen 1 ganze MTP

(8 Wells) (24 Wells) | (48 Wells) | (72 Wells) | (96 Wells)
Partikelstocklosung 3,3 10 pl 20 ul 30 pl 45 pl (alles)
Partikelpuffer 106,7 vyl 320 pl 640 pl 960 pl 1.500 pl (alles)
Gesamtvolumen 110 pl 330 pl 660 pl 990 pl 1.545 pl

- Verdunnung ebenfalls mind. 20 s gut schitteln

Die fertige Partikelarbeitslosung muss am Messtag aufgebraucht werden und ist nicht langer
o lagerfahig!

Alle anderen Reagenzien des Kits sind gebrauchsfahig.

7.2 Durchfuhrung des Assays

1. In jedem Well der Mikrotiterplatte werden 25 pL verdiinnten Probe/ Standard vorgelegt, entsprechend
dem gewahlten Plattenlayout.
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Dann werden hintereinander hinzugegeben:

- 10 L Partikelarbeitslésung, diese vor dem Einflllen nochmals gut schitteln (mind. 20 s)

- 25 pL Priméarer Antikoérper (AK 1)

- 50 pL Sekundérer Antikorper (AK 2).

20 min bei RT unter Schitteln inkubieren.
50 pL Fixierlésung hinzugeben und 5 min inkubierten.

140 pL DI-Wasser hinzugegeben.

Die Zugabe der Reagenzien sollte mit einer Mehrkanalpipette erfolgen. Wenn Sie eine
Mehrkanalpipette mit Dispensierfunktion verwenden, kénnen Sie folgendes Schema zum

Pipettieren verwenden:
Beispiel

Sie haben 48 Wells mit Standard/Probe befiillt, in Well A1 bis F8 (die ersten 6 Spalten) >
Demnach haben Sie 6 Streifen mit jeweils 8 Proben

Verwenden Sie ein Multi-Kanal-Reservoir und pipettieren Sie das flir einen Streifen
benétigte Volumen (siehe Tabelle 7) 6-mal nebeneinander.

Stellen Sie die Mehrkanalpipette auf das Volumen fiir 1 Well (z.B. bei der Partikelldsung 10 pl)
und 8 Dispensier-Schritte ein

Beladen Sie nun 6 Kanale der Pipette mit Pipettenspitzen und nehmen mit jedem Kanal das
vorbereitete Volumen aus dem Multi-Kanal-Reservoir auf.

Dispensieren Sie nun das Volumen 8-mal in die Wells der Reihen 1-6.

Arbeit Sie hierbei von unten nach oben (H zu A), um Fehler durch Kreuzkontamination zu

minimieren.

Tabelle 7. Bendtigte Volumina der Assay-Reagenzien fiir 1 Well bzw. einen Streifen
Reagenz 1 Well 1 Streifen
Partikell6sung 10 pl 110 pl
AK 1 25 pl 350 pl
AK 2 50 pl 700 pl
Fixierldsung 50 pl 700 pl
DI-Wasser 140 pl 1.400 ul
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Fir jedes unterschiedliche Reagenz/ jeden Standard muss unbedingt eine neue Pipettenspitze
benutzt werden.

Bei Pipettieren sollten keine langen Intervalle zwischen den einzelnen Schritten entstehen & das
Pipettieren sollte kontinuierlich erfolgen, sodass keine Verzégerung zwischen den einzelnen Streifen
entsteht.

Bei der Zugabe der Reagenzien in die einzelnen Wells ist zu beachten, dass die Pipettenspitzen auf
keinen Fall die Flussigkeit beriihren, wenn die gleiche Pipettenspitze fir mehrere Wells verwendet
wird!

6. Die Messung im Durchflusszytometer kann nun gestartet werden, siehe Abschnitt 7.3.
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7.3 Auslesen mit dem Cyflow® Cube 6 Durchflusszytometer

1. Wenn Sie am Messtag noch keine Performance Check durchgefiihrt haben, folgen Sie zunachst den
Schritten in Abschnitt 4.

2. Ziehen Sie den beweglichen Tray der CyFlow® Robby Autoloading Station heraus und stellen Sie die
Mikrotiterplatte auf die dafur vorgesehene Plattform. Beachten Sie die richtige Orientierung der Platte. Das
Well A1 muss sich oben rechts befinden.

e

3. Klicken Sie auf Work RMERUEER in der Hauptleiste.

4. Uberpriifen Sie unter Einstellungen “>Measure, ob die Parameter wie in Abbildung 19 dargestellt
eingestellt sind.

Automatic Functions

®

Autostart Autosave

Measure Mode

® 21-50p
@ 51-100pL
@ 101-180pl

Sample Mixing
O off
@ Low
@ High

Sample-to-Sample Cleaning
® (fast, minimal sheath fluid)
O standard (sheath fluid)

@ Intensive (sheath fluid + extra solution
required)

Workstep Settings
Command+Parameter Value Unit
E StartMeas
™ Flow
B Value D’ 0.5 plfsec
™ VolumeEndCeondition

B Value [# 10 p

Abbildung 19. Einstellungen des Cube 6 zur Messung

5. Klicken Sie auf Start D um die Messung zu beginnen.
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6. Nun o6ffnet sich ein Fenster (sieche Abbildung 20). Hier haben Sie die Moglichkeit eine Tray-ID (Batch-
Nummer) (z.B. die Analyse-ID) zu vergeben. Verwenden Sie nur alphanumerische Zeichen (A-Z, a-z, 0-9)
und den Tiefstrich ,_* fir die Tray-ID (z.B. 20250213_TESTBATCH), da andere Zeichen & Sonderzeichen
nicht erkannt werden und bei der Erstellung des Ordners geléscht werden.

|Tra}r Infermation

LGV 96 W ell MTP Shaker
aneVael 20240516 TESTBATCH

Start with Reset Continue
new Tray Changes previous Tray

alphanumeric

numesic

" SAMPLE Processing Order

Direction:

Bidirectional: M|

- .i.-.| T
Edit Tray Info... Stiow A ray Bt

Back to Cy\iew

Tray Code: 13| Tray: ok | Tray Name: -
Abbildung 20. Auswahl des Plattenlayouts

7. Klicken Sie auf Start with a new Tray um einen neuen Batch zu erstellen.
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8. Wahlen Sie nun die Wells aus, die gemessen werden sollen. Dies kann einzeln geschehen oder durch Ziehen
Uber die Felder. Ausgewahlte Wells erscheinen hell-blau (siehe Abbildung 21).

9. Um die Daten mithilfe von SAFIA Score auswerten zu kénnen, ist es unbedingt erforderlich, die Well-ID
einzufiigen. Verwenden Sie hierfur immer die Einstellung as Prefix. Dricken Sie auf den Button
alphanumeric, dann erscheint die Well-1D in der entsprechenden Kavitat. Die Well-1D wurde tbernommen,
wenn die Werte in der Mitte der Kavitaten in schwarz dargestellt wurden.

10. Optional kann fiir jede Probe ein Probenname vergeben werden. Dies wird im wei3en Feld eingetragen,
(siehe Abbildung 21, rot markiert). Dricken Sie den Button alphanumeric, damit der Probename
Ubernommen wird und in der entsprechenden Kavitat in schwarzer Schrift erscheint.

|AU "AL1" 2.3.0 - Layout: 96 Well MTF |AL1 "ALT" 2.3.0 - Layout: 96 Well MTP Shak |AL1 "AL1" 2.3.0 - Layout: 96 Well MTP Shaker - Cube is connected -Bus -Log i

alphanumesic

" SAMPLE

H e

Edi Tray Info...  Show Tray

Back to CyView
Abbildung 21. Das Menii fur die Mikrotiterplattenbelegung

Tray Code: 13| Tray: ok Tray Code: 13 | Tray: ok | Tray
e ——

11. Klicken Sie nun auf den Button Back to CyView. Dadurch gelangen Sie zu CyView und die Messung kann
Uber Fortfahren m gestartet werden.

12. Achten Sie vor und wahrend der Messung darauf, dass ausreichend Sheath Fluid vorhanden ist. Fillen Sie
die Flasche nach, wenn eine Warnung erscheint.

13. Die Messung erfolgt nun vollautomatisch. Sie sollten dennoch die ersten 5 Messungen iberwachen, ob z. B.
im System befindliche Luftblasen die Messungen beeinflussen.
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Bei einer erfolgreichen Messung sehen Sie im Streuplot FSC/SSC eine Population, die im Gate
Partikel auftaucht. Ebenso bilden sich bis zu 7 Populationen im Streuplot FSC/FL-3, siehe
Abbildung 22. Diese mussen fur die Messung nicht in den richtigen Gates liegen, dies wird ggf.
spater in der Auswertung korrigiert. Je nach verwendetem Kit sind in diesem Plot
unterschiedliche Populationen, die fur die unterschiedlichen Mykotoxine stehen, zu erkennen.

EW: oo 2o rvof cotg

e e ] e e e e e e ] e e ] e e ]

Abbildung 22. Typische Ansicht bei der Messung eines SAFIA Assays. Oben: Histogramm fiir die Intensitat im FL-1 eines Analyten. Unten:
Streuplot FSC/SSC und Streuplot FSC/FL-3

14. Optional nach der Messung: Fuhren Sie einen manuellen Reinigungszyklus durch, siehe Abschnitt 10.1.
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15. Nach vollendeter Messung 6ffnet sich automatisch FCS Express und zeigt die gemessenen Daten. Wenn
nicht automatisch die richtigen Daten geladen werden, befolgen Sie die Hinweise in Abschnitt 10.2.

Data List ] x
Mycotoxins report - CyFlow™ Cube 6 V2m SA FIA O-02 G ~Q X | B
0 Iteration Tube File Name
gggzt:;lysis 'lzJjE;fpr o SYSIT\EX ® 1 1 (Sample) 2025_04_24_14_26_10_8971_20250424_Dem...
FileName 1 2025_04_24_14_26_10__8971_20250424_Demo-A1.fcs 8 : ::2:::::: zzz:—g:-z:-::-;—gi z:;: igi::i: g::
znzs_m_z«_u_zs_m 59,;1 szaDuZSI |zozs_o<_za_|4_zs_xn 897! znzso«z |znzs_|>4_14_14_zs_m 8971 ZDZSMZ O 4 1 (Sample) 2025_04_24 14_28_59__8974 20250424 _Dem...
N e TR Os 1 (Sample) 2025_04_24_14_29_54__8975_20250424_Dem...
W1 2007 z i ’\ 2 O 6 1 (Sample) 2025_04_24_14_30_50__8976_20250424_Dem...
¥ ‘ S g o7 1 (Sample) 2025_04_24_14_31_45__8977_20250424_Dem...
. 5 e R g 2 Ols 1 (Sample) 2025_04_24_14_32_41_8978_20250424_Dem...
o L u ru O 9 1 (Sample) 2025_04_24_14_33_35__8979_20250424_Dem...
1 o o |zozs_m_14_x4_zs_xo __5971_ lz:lzsmz |znzs_m_z<_u_zs_m 5971 znzsn«z O 10 1 (Sample) 2025_04_24_14_34_30__8980_20250424_Dem...
; O 1 1 (Sample) 2025_04_24_14_35_26__8981_20250424_Dem...
T BVET ST T [ 3 O 12 1 (Sample) 2025_04_24_14_36_21_8982_20250424_Dem...
3 Gate : Beadal || § g O 13 1 (Sample) 2025_04_24_14_37_16__8983_20250424_Dem...
T T o O 14 1 (Sample) 2025_04_24_14_38_12__8984_20250424_Dem...
ris i O 15 1 (Sample) 2025_04_24_14_39_07__8985_20250424_Dem...
2 s |zozs_m_zd_:4_zs_1o 55712025047 |znzs_M_14_14_zs_1n _£971_2025042) O 16 1 (Sample) 2025_04_24_14_40_02__8986_20250424_Dem...
¢ - O 17 1 (Sample) 2025_04_24_14_40_58__8987_20250424_Dem...
z !5 z 5 O 18 1 (Sample) 2025_04_24_14_41_53__8988_20250424_Dem...
g ( 3 O 19 1 (Sample) 2025_04_24_14_42_43__8989_20250424_Dem...
g 2 LA — - O 20 1 (Sample) 2025_04_24_14_43_43_8990_20250424_Dem...
1.75% W o @ o e O 21 1 (sample) 2025_04_24_14_44_39__8991_20250424_Dem...
BT T T O 22 1 (Sample) 2025_04_24_14_45_33_8992_20250424_Dem...
» | """ Gate : 7L O 23 1 (Sample) 2025_04_24_14_46_29__8993_20250424_Dem...
B & O 24 1 (Sample) 2025_04_24_14_47_24__8994_20250424_Dem...
3 O 25 1 (Sample) 2025_04_24_14_48_20__8995_20250424_Dem...
) O 26 1 (Sample) 2025_04_24_14_49_16_8996_20250424_Dem...
W O 27 1 (Sample) 2025_04_24_14_50_11__8997_20250424_Dem...
= e O 28 1 (Sample) 2025_04_24_14_51_07__8998_20250424_Dem...
O 29 1 (Sample) 2025_04_24_14_52_02__8999_20250424_Dem...
D:)N;;!:csan Fu\k:;(fd‘an Contv;l;eam ZEN‘\;;mn OTA'I\:‘ed«an T2 l;c\an AR Isl:d»an O 30 1 (Sample) 2025_04_24_14_52_57_9000_20250424_Dem...
O 3t 1 (Sample) 2025_04_24_14_53_53__9001_20250424_Dem...
DOP:ZC:UM Fuu;oc:m Conv:;l;oun( EN‘E;LM oua;:zoum Tsz,m AFLS?:WI O 32 1 (sample) 2025_04_24_14 54 49_9002_20250424_Dem...
O 33 1 (sample) 2025_04_24_14_56_27__9003_20250424_Dem...
SAFIA Technologies www.SAFIA tech

Abbildung 23. Darstellung der .fcs-Daten in FCS Express

16. In der Data List auf der rechten Seite sehen Sie, dass die erste Messung ausgewahlt ist. Die Daten dieser
Messung sind auf der linken Seite dargestellt. Uberpriifen Sie, ob die Populationen in den Gates liegen.
Liegt eine Population nicht im Gate, muss sie angepasst werden. Dazu kann das entsprechende Gate
angeklickt und verschoben oder vergréert/verkleinert werden.

17. Um diese Uberpriifung fiir alle Messungen durchzufiihren und die Daten zu konvertieren, klicken Sie im
Reiter Batch & Export auf Run. Achten Sie vor dem Start darauf, dass die erste .fcs-Datei ausgewahlt ist
(blauer Punkt), da die Iteration des Batch-Exports stets von der ausgewahlten Datei ausgeht.

Format Plot
File Home Insert Design Gating Batch & Export Text Data Tools View Help Format Muilti Plot
@ @ _| i% Q ( Increment Value |1 r;i
e & & = O| | QA - Ll
Export Export as Export Page Export Selection Actionsand Options | Run |Rerun Review Panels £ of Stationary Controls (0 Data
asPDF PowerPoint  as Picture as Picture Reports List
Single Export Batch Export to PDF, PowerPoint, Excel, Prism, ... Organize Data Sets

Abbildung 24. Ansicht des Reiters Batch & Export in FCS Express sowie Lage von Run

18. Uberpriifen Sie nun die Gates der zweiten Messung und klicken Sie in dem gedffneten Fenster (siehe
Abbildung 25) auf Continue, um zur nachsten Messung zu gelangen. Wenn Keep the changes ausgewahlt
ist, Ubertragen sich die Anpassungen auf alle Messungen. Wenn eine Anpassung nicht auf alle Messungen
Ubertragen werden soll, wéahlen Sie Restore the state of the layout before the next iteration aus. Mit Run
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to End kann zur letzten Messung gesprungen werden, wobei die gegebenen Gates auf alle Messungen
angewendet werden und die Konvertierung durchgefuhrt wird.

Run n

Batch Information

Current action
Text File Report

Current iteration progress 1 of 1 actions executed
Owerall progress 1 out of 17 batch iterations completed

Do you want to keep the changes made while paused?
@Keepthe changes

O Restore the state of the layout befare the next iteration

Mext iteration in the data list: 2 |:| Flagged

Mo errors

Continue Run to end

Abbildung 25. Iteration der Messungen zur Konvertierung der .fcs-Dateien zu .csv-Dateien

19. Wenn alle Messungen uberpruft wurden, schliefit sich das Fenster und es wurde automatisch eine .csv-
Datei mit den gesammelten Messungen erstellt.

20. Schliefien Sie FSC Express ohne zu speichern und fahren mit der Auswertung in SAFIA Score fort.

l Speichern Sie nicht das Layout, da Sie sonst die Vorlage liberschreiben. Wenn Sie das individuelle
e Layout speichern méchten, wahlen Sie dazu die Option Speichern Unter.

Dass die Partikelpopulationen nicht immer vollstandig im Gate liegen, ist vollkommen normal, da die
Messung taglichen Schwankungen unterworfen ist und sich chargenabhangig leicht andern kann.

Beachten Sie, dass die Reihenfolge der Gates sowie die Namen der Gates und Regionen nicht
umbenannt werden dirfen. Eine Vertauschung von Gates fuhrt zur falschen Dekodierung der

Partikel und damit zu einer falschen Auswertung! Bei Fragen hierzu, wenden Sie sich bitte an den
SAFIA Technologies Support.

Bei Bedarf kénnen die Plots Uber Zoom vergréfBert werden.

mMm - Page 1 |__[5
145% | - § + (O Zoom
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7.4 Auswertung des Assays mithilfe von SAFIA Score

1. Wenn Sie in SAFIA Score Ihren Assay noch nicht geplant haben, folgend Sie den Anweisungen in Abschnitt 5.

2. Wahlen Sie im Arbeitsbereich Plate Layout Cubeé V2m FCS Express aus, klicken Sie anschlieBend auf
Import File und wahlen die zuvor generierten .csv-Dateien aus (siehe Abbildung 26).

Cube6 V2m FCS Express

Cube6 V2m CyFlow
Cubet N1

Cubeb V2m FCS Express ¥ ‘ Import File

Abbildung 26. Ausschnitt des Arbeitsbereichs Plate Layout

3. Klicken Sie anschlieBend auf den Button Calculate. Anhand des Plate Layouts und der Messdaten der
Kalibrationsstandards werden nun sigmoide Kalibrationskurven erstellt. Auf deren Grundlage erfolgt die
automatische Berechnung der Gehalte in den Proben und Referenzproben (siehe Abbildung 27).

File Kitlibrary Export Raw Data
Start  Samples and Calibrations | Plate Layout | Calibration Curves | Samples | References
v Control »
v OTA mo A e Parameter Control OTA DON  FUM  ZEN  AFL T2
¥ DON A1 2091 1346 2272 1782 82 1800 688
Ml FUM - A2 225 102 354 260 150 87 86
V| ZEN
= 1c20 0.263 0147 953 175 0851 0a1 o
7 T2 150 0934 0.609 368 773 73 0321 177
(] add al 1C80 33 253 142 34.2 14 0923 6
@ . P 1.095 09737 1.026 09320 1.013 13N 1201
é - e 36.75 1141 6925 806.8 3999 3259 59.99
H R? 1.000 09998 09995 09989 09398 09997 0.9935
DR 1865 1244 1917 1522 2632 1712 601
DR 0.892 0924 0844 0854 0846 0951 0874
o
e
s e @ € .
ciAnalyie) [ug?
Control <= OTA -t~ DON FUM ZEN AFL T2
¥ Calibration Data
Calibration  (Control) [ug/L]  MFI [a.u.] /N Outlier Calibration (OTA) [pg/L] MFI [a.u.] n/N Outlier Calibration (DON) [ug/L] MFI [a.u] n/N Outlier ca
Calibration1 1000.0 230+3 2/2 unkown Calibration1 1000.0 1M1+2 22 unkown Calibration1 10000.0 35142 272 unkown Calibr
Calibration2 1000 23810 212 unkown Calibration2 1000 1M0:2 212 Lk Calibration2 1000.0 42912 22 krn Calibr
Calibration3 100 3484 2/2 unkown Calibration3 100 168 £ 2 2/2 unkown Calibration3 100.0 855+8 272 unkown Calibr
Calibration4 1127 £ 15 22 unkowr Calibrationd 10 580 & 1 22 unkown Calibrationd 100 1875+ 3 22 unkown Calibr
Calibration5 03 1675 + 19 272 unkown Calibration5 03 934 +5 2/2 unkown Calibration5 30 2150+ 9 272 unkown Calibr
Calibration6 0.1 1935 + 27 2/2 unkowr Calibrationt 01 272 unkowr Calibration6 10 2194 + 40 272 unkown Calibr
Calibration? 00 2080 t 26 272 unkown Calibration? 00 13147 2/2 unkown Calibration? 0.1 2512 2/2 unkown Calibr
Calibrationg8 0.001 2094 + 28 2/2 unkown Calibrationg 0.001 1355+ 0 272 unkown Calibration8 00 2304 £1 272 unkown Calibr

Abbildung 27. Ubersicht iiber die Funktionen im Arbeitsbereich Calibration

4. Rechts oben werden die durch den Fit berechneten Kurvenparameter angezeigt. Anhand dieser kénnen
Sie beurteilen, ob die Kalibration des Assays erfolgreich war. Eine gultige Kalibrationskurve sollte folgende

Parameter aufweisen:

relative Dynamic Range (rDR): mindestens 0.70, optimal > 0.80
Bestimmtheitsmaf (R?): mindestens 0.990
Steigungsparameter der Kurve am Testmittelpunkt (p): etwa 0.5-2.0, optimal um 1

IC-Parameter Control | OTA DON FUM ZEN AFL
IC50 Min [pg/L] 0.250 0.180 4.35 3.00 1.10 0.0650
IC50 Max [pg/L] | 2.40 1.28 90.0 26.0 7.00 0.600
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Erflllt eine Kurve nicht die Richtwerte dieser Parameter, beachten Sie die Hinweise in Abschnitt 10.7.

Unten im Tab sehen Sie tabellarisch die Ergebnisse der einzelnen Standards zusammengefasst,
geordnet nach Analyten.

Die Berechnung der Kalibrationskurve erfolgt auf Basis der Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat
(MFI, in a. u.) der Replikatmessung jedes Standards.

Diese und die entsprechende Standardabweichung werden in der Tabelle dargestellt. Wenn
mindestens 3 Replikate gemessen wurden, wird automatisch ein Ausreiflertest nach Grubbs
(Signifikanzlevel a=0.95) durchgefiihrt, der mogliche AusreiBermessungen anzeigt. Durch
Doppelklick auf die einzelnen Zeilen der Tabelle 6ffnet sich eine Detailansicht (siehe Abbildung
28). Mithilfe der Buttons Exclude Measurement und Exclude All Outliers lassen sich Messungen
entweder einzeln oder auf Basis des Grubbs-Tests ausschlieBen. Dies wird in der Berechnung
beriicksichtigt und gespeichert. Uber Include Measurement kénnen vorher ausgeschlossene
Messungen wieder einbezogen werden. Zum Anwenden klicken Sie auf Apply, zum Verwerfen auf
Close.

=

Calibration4: OTA

Exclude Measurement

Mean FLI: 441 SD: 0 relative SD: 0.0%
Well Count MFI is Included Outlier
D01 575.0 441.09 included No
D02 534.0 445.08 EXCLUDED Yes
D03 505.0 441.09 included No

Include Measurement

Exclude All Qutliers
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Close Apply

Abbildung 28. Detailanzeige einer einzelnen Messung in den Arbeitsbereichen Calibration Curves und Results. Diese kann
durch Doppelklick auf einen Tabelleneintrag gedffnet werden. Uber die Buttons kénnen Messungen in die Berechnung
ein- oder ausgeschlossen werden. Im Feld Outlier sehen Sie die Ergebnisse des Ausreifiertests nach Grubbs

Beachten Sie, dass der Grubbs-Test lediglich als Unterstitzung zum Auffinden von extremen
Messausreifern gedacht ist und gerade bei kleinem Stichprobenumfang unzuverlassige Aussagen
generieren kann. Z. B., wenn bei drei Replikatmessungen 2 der Werte vollstéandig Gibereinstimmen,
sollten der als ,Ausreifier” gekennzeichnete Dritte Wert nicht ausgeschlossen werden.

Im Arbeitsbereich Calibration Curves haben Sie links oben die Mdglichkeit sich die
verschiedenen Kalibrationskurven anzeigen zu lassen und diese Uber die Screenshot-Funktion
als Grafik zu exportieren.
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5. In den Arbeitsbereichen Results und References sind die Ergebnisse der einzelnen Proben bzw.
Referenzproben aufgelistet (siehe Abbildung 29).

6. Uber den Button Show Outlier bzw. Show Interpretations kénnen Sie zwischen der Interpretationsansicht
bzw. der Ausreier-Ansicht hin und her schalten. Die Ausreifler-Ansicht ist analog zur Ausreifer-Ansicht
der Calibration Curves gestaltet und zeigt Ihnen die Ergebnisse einen Grubbs-Ausreier-Tests an.

File  Kit

Analyte
Control
OTA

DON

FUM

ZEN

AFL

T2

Export  Raw Data

Show Outlier

Sample 1 Dilution Factor: 16

[mg/M
00881  0.0353
00168 + 0.0123
0733 £ 0391
00703 + 0.0829
0227 = 00236
00538 + 0.0129

0.218 £ 0.0818

Interpretation

Included

passed (<0.258 pg/L) 3/4

<0.147 ug/L (IC20)
<5.51 pg/L (IC20)
<243 pg/L (IC20)
<0.991 pg/L (IC20)
<0.118 pg/L (IC20)

<1.25 pg/L (IC20)

3/4
444
3/4
3/4
3/4

3/4

Start | Samples and Calibrations | Plate Layout | Calibration Curves | Results | References | Raw Data

Sample 2 Dilution Facter: 16 @

Analyte
Control
OTA

DON

FUM

ZEN

AFL

T2

[wg/1]

Out of Lower Co...

0497 £ 0

129 £ 0

16.6 + 0

Qut of Lower Co..

0.808 £ 0

464 +0

Interpretation
passed (<4.12 pg/L)
<2.35 ug/L (IC20)
>88.1 pg/L (IC20)
<38.8 pg/L (IC20)
<15.9 pg/L (IC20)
<1.89 pg/L (IC20)

>20.0 pg/L (IC20)

Included
o1
1”1
1”1
1”1
0/
11

Y1

Sample 3 Dilution Factor: 16

Analyte
Control
QaTA

DON

FUM

ZEN

AFL

T2

[rg/l]
083410

0388 £ 0

163 +0

Qut of Lower Co..

Qut of Lower Co..

03810

Out of Lower Co..

Interpretation
passed (<4.12 pg/L)
<2.35 pg/L (IC20)
<88.1 ug/L (IC20)
<38.8 pg/L (IC20)
<15.9 pg/L (IC20)
<1.89 pg/L (IC20)

<200 pg/L (IC20)

Included

"
1”1
"
0/1
0/1
11

0/1

Abbildung 29 Ausschnitt des Arbeitsbereichs Results mit einer Ubersicht der Ergebnisse der einzelnen Proben. Dies ist identisch zu
Ansicht im Arbeitsbereich References
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Die Interpretationsansicht gibt lhnen eine optische Hilfestellung, ob die Kontrollmessung
bestanden wurde (Anzeige: passed/failed) bzw. ob der gemessene Wert fiir ein Toxin lber oder
unter dem IC-20-Wert liegt. Der IC-20 Wert kann fir eine nicht validierte Matrix als ungefahre
Bestimmungsgrenze angesehen werden. Bitte beachten Sie, dass es sich hierbei nur um eine
Interpretationshilfe handelt. Die Interpretation ob ein Mykotoxin iliber oder unter der
Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze liegt, ist abhangig von der getesteten Matrix und muss
von lhnen anhand der Kit-Daten oder eigener Validierungsdaten fiir nicht aufgelistete
Matrices erfolgen.

Per Klick kann der Verdiinnungsfaktor fur die Berechnung ein- oder ausgeschlossen werden.

Analog zu den Tabellen im Arbeitsbereich Calibration Curves gelangen Sie durch Doppelklick auf
eine Detailansicht. Hier kdnnen einzelne Messungen in die Berechnung ein- oder ausgeschlossen
werden. Ist die gemessene MFI grofier als der A1-Wert der Kalibrationskurve, wird der Wert als
Out of Lower Concentration Range angezeigt, da fur diesen Fall eine Quantifizierung der Proben
mathematisch nicht moglich ist. Dies bedeutet, dass die Konzentration des Analyten kleiner als
die Bestimmungsgrenze des Assays war. Die Werte werden in der Berechnung automatisch
ausgeschlossen. Analoges gilt flr Werte, die kleiner sind als der A2-Wert der Kalibrationskurve.
Ein Unterschreiten des A2-Wertes bedeutet, dass die Konzentration des Analyten sehr hoch ist.
Ergebnisse in diesem Bereich sollten besonders kritisch hinterfragt werden; die
Wahrscheinlichkeit eines Messfehlers ist hoch. Ziehen Sie zur Interpretation auch die Control-
Messung heran und messen Sie die Probe ggf. erneut nach starker Verdiinnung.
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Uber den Button Screenshot Results Tables kénnen Sie die Tabellen als Grafik exportieren.

Im unteren Bereich werden die ermittelten Konzentrationen in Form eines Saulendiagramms
angezeigt, geordnet nach Analyten. Das Diagramm kann ebenfalls Giber den Button Screenshot
Results Graphs exportiert werden. Zuséatzlich besteht die Mdglichkeit den Verdunnungsfaktor in
jeder Grafik einzubeziehen, sowie Referenzlinien anzuzeigen.

Analyte: Control Include Dilution Factor /| IC20 Line | | Custom Line at ug/L

0250
0225

0200

%, %, %, %, %, <,
", e ", " "y %
3 % % d %

Control [ug/L]

Samples

Abbildung 30 Ausschnitt des Arbeitsbereichs Results mit den Ergebnissen der einzelnen Proben als Sdulendiagramm. Dies
ist identisch zu Ansicht im Arbeitsbereich References

Beim Analyten Control handelt es sich um die Kontrolimessung. Die Kontrolle zeigt an, ob es sich
um ein falsch positives Ergebnis einer Messung handeln kdnnte. Die Kontrolle gilt als bestanden,
wenn der ermittelte Wert einer Probe kleiner als der 1C20-Wert der zugehdrigen Control-
Kalibrationskurve ist. Dies kann leicht grafisch Uberprift werden. Dazu muss das Feld Include
Dilution Factor deaktiviert und das Feld Set IC20 Reference Line aktiviert sein (siehe Abbildung
30).

7. Im Menu Raw Data kann eine Tabelle der eingelesenen Messdaten angezeigt werden.

Dies kann bei der Bewertung einzelner Messungen hilfreich sein. Wenn bspw. keine oder nur sehr
wenige Partikel erfasst wurden, 1asst sich dies an der Spalte Count erkennen. Der Arbeitsbereich
Raw Data ist nur aktiv, wenn im Menl Raw Data die Option Show Raw Data aktiviert wurde. Dieser
Arbeitsbereich kann bei Bedarf auch wieder geschlossen werden.

8. Weiterhin kénnen die berechneten Werte in eine Microsoft® Excel® Datei (.xIsx) exportiert werden.
Klicken Sie hierzu im Meni Export auf Excel-Export und speichern Sie die Datei ab. In der Microsoft®
Excel® Datei finden Sie in den entsprechenden Blattern die zusammengefasten Ergebnisse der Messungen
der Proben und Referenzproben, sowie die Parameter der einzelnen Kalibrationskurven.
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8 Reinigen und Herunterfahren des Cube 6

Um eine einwandfreie Funktion des Cube 6 zu gewahrleisten, empfehlen wir folgende Reinigung
des Zytometers nach Abschluss der SAFIA Messungen durchzuftihren. Dies ist nur im MTP-Format
moglich. Fur das Tube Format kann einfach die Intermediate Cleaning Funktion verwendet
werden.

1. Fullen Sie nacheinander jeweils einen Streifen (8 Kavitaten Reihe A> H) einer Mikrotiterplatte, jeweils mit
4 Wells Hypochlorite Solution (1. Spalte A->D), 4 Wells Decontamination Solution (1. Spalte E2H), 4 Wells
Cleaning Solution (2. Spalte A=>D) und 4 Wells Sheath Fluid (2. Spalte E2>H).

2. Ziehen sie den beweglichen Tray der CyFlow® Robby Autoloading Station heraus und stellen Sie die
Mikrotiterplatte auf die daflir vorgesehene Plattform. Bitte beachten Sie, die richtige Orientierung der Platte
(Well A1 oben rechts).

3. Offnen Sie das Configuration File mit Namen Cleaning-MTP. Klicken Sie dazu auf den Button CFG .

4. Klicken Sie nun auf Work in der Hauptleiste.

5. Uberpriifen Sie, ob folgende Einstellungen unter Einstellungen - Measure eingestellt sind (siehe
Abbildung 31).

Settings

Automatic Functions

®

Autostart Autosave

Measure Mode

Autoloader
1 0 pl

g: Standard

Workstep Settings

Command+Parameter Value  Unit
E StartMeas

A on
E Flow

Measure = Vvalue D’ 3 ulfsec
E VolumeEnd Condition

B Value [# 180 ul

Abbildung 31. Einstellungen zum Ausfiihren des SAFIA Reinigungsprogramms (Cleaning-MTP)

6. Fuhren Sie die Messung analog zum Abschnitt 7.3 aus.

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies 23.10.25 - 41/55



Die aus dem Reinigungsprogramm entstandenen .fcs-Dateien enthalten keine sinnvollen Daten,

werden aber dennoch im Ordner C:\Users\Public\Documents\Cyflow automatisch gespeichert.
Zur besseren Ubersicht kénnen Sie diese Dateien l6schen.

7. Fuhren Sie nun den Shutdown durch, indem Sie den Shutdown —3 Shutdown klicken.

8. Starten Sie das Programm, indem Sie auf Startu klicken.

9. Folgen Sie den Anweisungen durch das Shutdown-Programm, siehe Abbildung 32. Nach Abschluss des
Gerats schlief3t sich die CyView™ Software automatisch.

Schritt 1 Schritt 2

Shutdown Procedure Shutdown Procedure

Shut down - Step 1 of 4

Shut down - Step 2 of 4

* Connect a sample tube filled with * Connect a sample tube filled with
k‘ 2 mlL Hypochlorite Solution. k’ 2 mL Cleaning Solution.

*Press "Continue™, * Press "Continue™,

Continue ce Continue

Schritt 3 Schritt 4

Shutdown Procedure Shutdown Procedure

Shut down - Step 3 of 4 Shut down - Step 4 of 4

* Connect a sample tube filed with * Connect a sample tube filed with
2 mlL Decontamination Solution. 2 ml Sheath Fluid

*  Press "Continue®,

Continue ce Continue

Abbildung 32. Schritte des Prime Programms Die Software schaltet sich automatisch ab, sobald der Vorgang abgeschlossen ist. Sie
kénnen den PC nun herunterfahren
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9 Hinweise fiir besondere Matrices

Matrix Hinweis
Soja Bei hohen Anteilen von Soja werden zu hohe OTA-Werte erhalten.
Abhilfe: Soja-Produkte sollten etwas starker verdiinnt werden.
Zimt Zimt kann mit SAFIA nicht analysiert werden.
Kaffee Kaffee kann mit SAFIA nicht analysiert werden.
Mango Bei einem Mango-Fruchtanteil ab ca. 30 % kann es zu einem Fehler der

internen Kontrolle kommen. Die interne Kontrolle kann fir mangohaltige
Proben nicht verwendet werden. Die Ergebnisse der Mykotoxine sind davon
nicht betroffen.
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10Haufige Fehler und Trouble Shooting

10.1 Manueller Reinigungszyklus

Fuhren Sie nach Abschluss einer Messung einen Reinigungszyklus durch, damit Rickstdnde aus dem
Durchflusszytometer vollstandig entfernt werden und es zu keinen Verschleppungen kommt. Durch diese
Praxis wird die Langlebigkeit Ihres Gerates unterstutzt.

l Beachten Sie, dass sofort Flussigkeit aufgesogen wird, sobald der rote Intermediate Cleaning
Button . betatigt wird. Platzieren Sie also das Réhrchen mit der entsprechenden Lésung in dem
Sample Port bevor Sie auf den Button klicken.

1. Befullen Sie dazu ein Réhrchen mit ca. 2 ml Cleaning Solution und verbinden Sie es mit dem Sample Port.
2. Klicken Sie dann auf den roten Intermediate Cleaning Button .
3. Beflllen Sie ein Réhrchen mit ca. 2 ml Sheath Fluid und verbinden Sie es mit dem Sample Port.

4. Klicken Sie erneut auf den Intermediate Cleaning Button .

10.2 Beim Performance Check oder bei Messung werden keine Partikel
gemessen

Falls keine Partikel detektiert werden, brechen Sie die Messung tUber den Button Stopp D ab. Starten Sie
einen Reinigungszyklus Uber den Clean Button (siehe Abschnitt 10.1) oder fiihren Sie erneute des Prime-
Programms durch (siehe Abschnitt 3).

10.3 Partikelpopulationen liegen nicht in Gates

Die Partikelpopulationen erscheinen ,langgestreckt” und nicht im Gate (Daten sehen ,merkwirdig” aus): Das
kann der Fall sein, wenn eine Luftblase in der Messkilvette festhangt oder es ein Problem mit Geréat gibt. In
solchen Fallen sollte zunéchst ein Cleaning-Zyklus durchgefiihrt und anschlieBend das Prime-Programm
erneut gestartet werden. Bleibt das Problem bestehen, ist der Sysmex-Kundenservice zu kontaktieren.

Die Gain Settings und Tresholds der Detektoren wurden bereits bei der Installation des Systems eingestellt und
dirfen nicht verandert werden!
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10.4 Nach Abschluss der Messung o6ffnet sich FCS Express nicht
automatisch mit den richtigen Daten

Wenn sich FCS Express nach Ihrer Messung nicht automatisch mit den Daten 6ffnet, kdnnen Sie diese manuell
importieren. Um diesen Fehler in Zukunft zu verhindern, achten Sie darauf, dass FCS Express vor dem Starten
der Messung in CyView geschlossen ist.

1. Offnen Sie FCS Express und klicken auf Open Layout.

l.:A] Welcome to FCS Express 7 = X

Rece"t News EEH @ Updates @ New Layout
4

Start analyzing data

Available: 7.24.0024 Currently installed: 7.24.0024 Open Layout
See the list of fixes and enhancem... FCS Express Webinars and Videos Checking for updates Review data or use a template

> Available: 7.18.0040 IVD @ Examples @ Leamn

See the list of fixes and enhancem...

> New FCS Express Acade... See how others use FCS Express Become an analysis expert with
Get step by step virtual training wi... (RUO) our tutorials

>  New Prism Integrations Q Support m Help & FAQ EFacebook
Direct export to GraphPad Prism Manual i |

> Universal Antibody Titra... Get help from Searchable Knowledge lin| LinkedIn
The new FCS Express universal anti.. ~ Our expert staff manual Base

~ Show this screen when FCS Express starts

Abbildung 33. Ansicht der Startseite von FCS Express

2. Wahlen Sie das Layout mit dem Namen Calc_Mycotoxins-SCR_A aus, dies befindet sich in
C:\ProgramData\PartecGmbH\Cube_18\templates\Quality Control

Wenn Sie bereits Messungen vorgenommen haben, erscheinen unterhalb von Open Layout die zuletzt
verwendeten Layouts, von denen Sie das auswahlen kénnen.

3. Es offnet sich ein Fenster mit dem leeren Layout links und der leeren Data List rechts.
Per Drag and Drop kénne Sie hier l|hre .fcs-Dateien ablegen. lhre Dateien befinden sich in
C:\ProgramData\PartecGmbH\Cube_18\data\cyflow\ in einem Ordner mit dem Namen der von Ihnen
vergebenen Tray-ID

4. Folgen Sie nun den Anweisungen in Abschnitt 7.3. Erscheint eine Fehlermeldung sobald Sie auf Run klicken,
folgen Sie den folgenden Anweisungen in Abschnitt 10.5).
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10.5 FCS Express Fehlermeldung

1. Offnet sich die Fehlermeldung (siehe Abbildung 34), wenn Sie auf Run klicken, dann klicken Sie Cancel und

fUhren die folgenden Schritte durch.

[21] Messages x

Messages

The following issues were detected during Batch Processing validation, Should you choose to continue,
please note that affected actions will not be performed.

W Messages
The filename "¥:\Product Support\Technical
Support\SAFIA_Berlin'W2M_FCSE_MNov_2024'\mkp \SAFIA_QC_csv_example.csv” is not valid or there are
not proper permissions to create the file,

Cancel

Abbildung 34. Ansicht der Fehlermeldung in FCS Express, wenn das Konvertieren der .fcs- in eine .csv-Datei fehlschlagt

2. Klicken Sie unter Batch & Export auf Actions and Reports.

Format Plot

Multi Plot

File Home Insert Design Gating Batch & Export Text Data Tools View Help Format

fa T B W m|® oA

Export  Exportas Export Page  Export Selection Actions and | Options Run  Rerun Review
asPDF  PowerPoint  as Picture as Picture Reports

Single Export Batch Export to PDF, PowerPoint, Excel, Prism, ...

Increment Value |1
ol

Panels £ Of Stationary Controls |0

Organize Data Sets

=

Data
List

Abbildung 35. Ansicht des Reiters Batch & Export in FCS Express sowie Lage von Actions and Reports

3. Daraufhin 6ffnet sich dieses Fenster:

Batch Actions and Reports E|

Batch Process Adtions and Reports
v@ File Report

Keyward: SFIL for plot =4, overlay =1

Keyword: SBTIM for plot #4, overlay #1

Keyword: SCYTSH for plot #4, overlay #1

Add Action

Add Folder ES

Add Report 2

Marker for 16 - Histogram - 2025_02_13_08_24_51_5418.fcs (FL1), overlay #1, Int QC-2 Min

Statisti

Abbildung 36. Ansicht des Fensters Batch Actions and Reports

4. Klicken Sie mit einem Doppelklick auf Text File Report.

5. Daraufhin 6ffnet sich ein neues Fenster in dem Reiter File Options:
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Encoding Options

Separator Comma
Encoding ANSI
Header Options

8 write Column Labels

ﬂAskfor confirmation befare overwriting an existing file

[ Create output folder if it does not exist

Text File Report Opticns X
Display Text File Options
Running Options
File Options || Append options
© Start with an empty file {da not append ta existing data)
'i" Combine the output with the data from an existing file:
T
Output file options
Append to the file being combined with (specified above)
© save to a new file:
LEEIVEPERIN 21 _FCSE Nov 2024\mkp\SAFIA_QC csv_example.csviElil

Cancel

Abbildung 37. Ansicht des Fensters Text File Report Options

6. Uberpriifen Sie, ob unter Append Options die Option Start with an empty file [] ausgewahlt ist und bei
Encoding Options Comma und ANS/ ausgewahlt sind.

7. Wabhlen Sie unter Output file Options bei Save to a new file den Speicherort aus, indem Sie auf das Ordner-
Symbol klicken. Der Speicherort istin Ordner SAFIA Check bzw. SAFIA Mykotoxins > Exportfiles. Geben Sie

hier den Dateinamen ein.

8. Klicken Sie nun auf das T (rechts neben dem Ordner-Symbol), daraufhin 6ffnet sich das Fenster Insert a

Token:

Display Text
Running Options
File Options |

Select Token Type

‘What type of token would you like to insert?

-[Tgy Statistic Classifier
Layout

Gate

Signature
Compensation/Unmixing
Batch Processing

S0P

System

Plat

i-[Ty Data Parameter

[T Spreadsheet Cell Value

Insert

Files\SNaan. csv

Abbildung 38. Ansicht des Fensters Insert a Token

9. Wabhlen Sie mit einem Doppelklick Keyword aus, darauf hin 6ffnet sich das Fenster Create Keyword. Wahlen

Sie den Reiter Keyword aus und klicken Sie auf die drei Punkte.
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Create Keyword *

Display Text
i Keyword

Data Source

Mumber Format Select a Keyword

Keyword
Keyword vI |

Abbildung 39. Ansicht des Fensters Create Keyword

10. Nun 6ffnet sich das Fenster Keyword List. Wahlen Sie das Keyword $FIL aus und bestatigen Giber OK. Nun
kann das Fenster Batch Actions and Reports geschlossen werden.

Please select a keyword X
Keyword List
Name Value Explanation
SBEGINANALYSIS 0
SBEGINDATA 1956
SBEGINSTEXT 3683106
SBTIM 08:22:57:263 The time at the beginning of data collection, format hh:mm:ss.
SBITEORD 1234 Byte Order
SCOM ;.. Comment
SComMP
sScsToT 0
SO Cube_18 The cytameter used ta acquire the data.
SCYTSN 0
SDATATYPE | Data format.
SDATE 13-Feb-2025 The date the file was created, format dd-mmm-yy.
SENDANALYSIS 0
SENDDATA 3683105
SENDSTEXT
SETIM The time at the end of data collection, format hh:mm:ss.
»
SGATE The number of gating parametes.
SMODE L Data Mode. U = single-parameter histograms, C = correlated multi-parameter histogram, L = list mode.
SNEXTDATA 0 The byte offset of additional data set included in the file.
SOP USER The name of the operator.
SP1B 16 Number of bits in parameter 1.
SPIE 0.0,00 The type of amplification for parameter 1 (logarithmic or linear.
SPIN FsC The name of the parameter 1.
SPIR 65536 The range of parameter 1.
SP1S FSC The name of the fluorescent stain or probe used with parameter 1.

oK Cancel

Abbildung 40. Ansicht des Fensters Please select a keyword

11.  Klicken Sie auf Run und folgen den Schritten in Abschnitt 7.3. Speichern Sie das Layout uber File speichern
unter mit dem Namen Calc_Mycotoxins-SCR_A.
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10.6 Die Kontrolle ist Positiv

Wenn die Kontrolle positiv ist, stort eine Substanz in der Matrix den Assay. Die restlichen Ergebnisse sind daher
ggf. nicht korrekt. Fliihren Sie zur Abhilfe einen Aufreinigungsschritt mit PA- oder PVPP-Adsorber durch, um

die storenden Substanzen zu entfernen, siehe Abschnitt 6. Beachten Sie auRerdem die Hinweise flir besondere
Matrices.

10.7 Die Kalibrationskurve erfiillt nicht die Richtwerte

10.7.1 Relativer dynamischer Bereich, IC50, p-Werte

Ist die Kalibrationskurve zu flach, so ergibt der relative dynamische Bereich und/oder weitere Parameter der
Kalibrationskurve wie die IC50 Werte und der Steigungsparameter der Kurve am Testmittelpunkt (p) nicht den
Richtwerten (siehe Abschnitt 7.4). Die Proben kénnen nicht korrekt quantifiziert werden. Priifen Sie das
Mindesthaltbarkeitsdatum des Kit und achten Sie immer auf die korrekte Lagerung des Kits (siehe
Abschnitt 2.3). Wiederholen Sie die Messung mit einem neuen Kit, welches noch innerhalb des
Haltbarkeitszeitraums liegt. Wenden Sie sich an den SAFIA Technologies Support, wenn bei einem Kit innerhalb
des Haltbarkeitszeitraums die Kurven nicht die Richtwerte erfullen.

10.7.2 R Square <0.990

Ist das BestimmtheitsmaB (R?>/ R Square) kleiner als 0,990, Uiberpriifen Sie die einzelnen Messwerte der
Kalibrationskurve in SAFIA Score. Wenn mindestens 3 Replikate gemessen wurden, wird automatisch ein
Ausreiiertest nach Grubbs (Signifikanzlevel a = 0,95) durchgefiihrt, der mégliche Ausreilermessungen anzeigt.
Wenn weniger als 3 Replikate gemessen wurden, kénnen Sie augenscheinliche Ausreifer Uber die Abbildung
der Kurve erkennen oder Uber eine grofle Standardabweichung (bei Duplikaten). Ausreif3er kdnnen einfach
ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 28), wodurch das Bestimmtheitsmaf3 steigt. Achten Sie beim
Pipettieren der Kalibrationsstandards auf sauberes Pipettieren, damit das Bestimmtheitsmaf gréfer 0,990 ist.

10.8 SAFIA Score

Sollten Sie nach dem Laden Ihrer Daten in SAFIA Score keine Ergebnisse bekommen, kann dies verschiedene

Ursachen haben. Folgendes sind haufige Fehler:

e Sie haben bei einem Referenzmaterial fiir ein oder mehrere Mykotoxine keine Werte eingetragen - Tragen
Sie die Innen bekannten Werte ein und bei unbekannten Konzentrationen 0.0.

e Das Plattenlayout in SAFIA Score stimmt nicht mit dem tatsachlichen Layout Ihrer Messplatte tberein >
Passen Sie das Layout in SAFIA Score an ihr tatsachliches Layout an und laden Sie Ihre Messdaten erneut
hoch.

Wenden Sie sich an den SAFIA Technologies Support, wenn Sie Ihren Fehler nicht beheben kénnen.
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11 Anhang

11.1 Checkliste

Ausstattung Spezifikation Beispiel
Flache
Arbeitsplatz ca. 2 x 1 Meter
Gerate
Zentrifuge 15/50 mL: 1,000 g
2 mL: 12,000 g
(Mikrotiter-)Plattenschittler/ Titramax 101
Orbitalschuttler
Rotator/ Uberkopfschiittler uniLOOPMIX 2
Analysewaage Ohaus Pioneer PC
Mihle zum Mahlen von Analysenmiihle A1l basic (IKA)
Probenmaterial
Single channel Pipette 10-100 pL Research plus, 10-100 pL
(Eppendorf)
100-1000 pL Research plus, 100-1000 pL

(Eppendorf)

1000-10000 pL

Research plus,
(Eppendorf)

1000-10000 pL

8-Kanalpipette, manuell

Research plus,
(Eppendorf)

10-100 uL

alternativ zur manuellen Pipette / optimal

8-Kanalpipette mit 5-100 pL Xplorer 8-Kanal-Pipette 5-100 pL
Dispensierfunktion (Eppendorf)
optional
8-Kanalpipette mit 15-300 pL Xplorer 8-Kanal-Pipette 15-300 pL
Dispensierfunktion (Eppendorf)

50-1200 pL Xplorer 8-Kanal-Pipette 50-1200

uL (Eppendorf)
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Stander fur
Zentrifugenréhrchen

fur 50 mL, 15 mL
und 2 mL Réhrchen

PC-Bildschirm

Cuttermesser

Tischmiillstander

Wannen fir Mehrkanal

ler Kammer

8 bzw 12 er Kammer

Reagenzreservoirs Trifill Mehrkanal
(Carl ROTH)

Messzylinder 150 mL, 500 mL
Laborflasche 250 mL, 500 mL
Verbauchsmaterial
Pipettenspitzen fur die
jeweiligen Pipetten
Zentrifugenréhrchen 2 mL

15 mL

50 mL
96-Well-Platte, flachboden

Tischmiulltiten
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11.2 Glossar

Begriff

Erlduterung

FCS-Key, gibt den Dateinamen (Fortlaufende Run-Nummer und Datum

SFIL .
der Messung) wieder.
FCS-Key, gibt die alphanumerische Bezeichnung eines
SWELLID . .
Mikrotiterplatten-Wells wieder .
Von der FCS Express Software exportierte Datei, die in SAFIA Score
Datei importiert werden kann. Es handelt sich um eine Datei im ASCII
.csv-Datei
Format. CSV steht fir Comma-separated values (Durch Komma
getrennte Werte
Ein Datenformat aus der Durchflusszytometrie. FCS steht fir Flow
Cytometry Standard (File). Eine .fcs-Datei ist eine von der Cyflow®
.fcs-Datei Software erzeugte Messrohdatendatei. Sie ist standardisiert und kann
z.B. in FCS Express geladen werden um sie in eine .csv -Datei
zu konvertieren.
SAFIA  Data File. Dies st die Speicherdatei fir samtliche
df-Datei Informationen, die in SAFIA Score erzeugt werden, z. B. Plate
. sdf-Datei
Layouts, Kalibrationen und Ergebnisse aus Messungen. Sie kann in
SAFIA Score gedffnet werden.
Eine durch den Anwendenden zu vergebende eineindeutige
Analysis-1D Analysennummer. Sie sollte flir jede gemessene Mikrotiterplatte

einmal vergeben werden.

Ausreif3ertest nach
Grubbs

Ein statistischer Test, der dazu verwendet wird, Ausreifler in einer
gegebenen Stichprobe zu entdecken, zu eliminieren und durch
Iteration die verbleibende Stichprobe zu verbessern. Er ist in SAFIA
Score fur die Kalibration und die Ergebnisse implementiert.

Batch

Ein Batch bezeichnet die gesammelten Messungen einer Platte eines
Messdurchlaufes. Jede Messung gehoért zu einem Batch.

Clean-Programm

Reinigungszyklus des Cube 6

Configuration file

Eine Datei die bestimmte Einstellungen flr das Auslesen des Assays
mit dem Cyflow® Cube 6 Durchflusszytometer beinhaltet.

Dilution (Factor)

Verdinnungsfaktor einer Probe. Der Standardverdinnungsfaktor im
SAFIA Mykotoxin (Getreide) Kit betragt 16.

FCS Express Layout

Vorlage zur Konvertierung von .fcs Dateien in .csv-Dateien mittels
FCS Express.
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FL-1

Fluoreszenzdetektor 1 Detektionskanal fiir Fluoreszenz der sekundaren
Antikdrper im SAFIA

FL-3

Fluoreszenzdetektor 3 Detektionskanal fur Fluoreszenz der

Partikelcodierung im SAFIA

FSC

Forward Scatter. Detektor zur Messung des gestreuten Lichts im
kleinen Winkel. FSC und SSC werden verwendet, um SAFIA Partikel
von ubrigen Partikeln in der Probe zu unterscheiden.

FSC-Key

Ein Schlagwort, dass dem Textteil einer .fcs-Datei entnommen
werden kann und bspw. Informationen zu einer Messung enthalt.

Gate

Sortierfenster in der Durchflusszytometrie. Wird verwendet, um
relevante Daten von nicht-relevanten Daten zu trennen, bspw.
SAFIA-Partikel von sonstigen Partikeln. Nur Partikel, die sich in
einem Gate befinden, werden in nachfolgenden Berechnungen
eingeschlossen.

IC20-Wert

Der IC20-Wert gibt die Konzentration eines Analyten an, die im
SAFIA fur eine 20 %ige Verringerung des maximalen Signals (A1)
sorgt. Sie kann als Orientierungswert fir die Bestimmungsgrenze
verwendet werden. Im SAFIA dient der 1C20-Wert der Control-
Messung als Kriterium einer falsch-positiven Probe.

MFI [a. u.]

Median Fluoreszenzintensitat in willklrlichen Einheiten.
Fluoreszenzintensitdt berechnet aus einem Histogramm, z. B. fur

den FL-1 Detektor.

Plate Layout

Zuordnung der alphanumerisch kodierten Wells (Al bis H12) einer
96-Well Mikrotiterplatte zu einer Probe oder einem Standard.

Prime-Programm

Spllprogramm, das den Cube 6 in den Betriebszustand versetzt.

R Square (R?)

Bestimmtheitsmaf3

Recovery rate

Wiederfindungsrate. Prozentuales Verhaltnis vom Soll-Wert einer
Referenzprobe zum ermittelten Ist-Wert.

Relative Dynamic
range (rDR)

Die Relative Dynamic Range ist ein Mafl fur das Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis eines Immunoassay. Sie wird berechnet als Quotient der
Differenz von oberer und unterer Asymptote (A1 und A2) und der
unteren Asymptote (A2) einer Kalibrationskurve Ein Relative Dynamic
Range von 0,80 entsprecht einem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von
5.

Replicates

Wiederholungsmessung

Sample ID

Eineindeutige Probenbezeichnung
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Flassigkeit, die zum Betrieb eines Durchflusszytometers

Sheath Fluid . . .
(hydrodynamischen Fokussierung) verwendet wird.
Side Scatter. Detektor zur Messung des gestreuten Lichts im 90 °
SSC Winkel. FSC und SSC werden verwendet, um SAFIA Partikel von
Ubrigen Partikeln in der Probe zu unterscheiden.
Mikrotiterplatten-Format. Die Auslesung erfolgt in einer 96-Well
MTP-Format

Platte Uber die CyFlow® Robby Autoloading Station.
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12 Kontakt

SAFIA Technologies

Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (BAM)
Richard-Willstatter-Stra3e 11

12489 Berlin

+49 (0) 0162 7323405

info@safia.tech

@ sAFiA Linkedin Profi
© sAFIA YouTube Channel

SAFIA Technologies Support Sysmex Support

+49 (0) 1556 3234634

support@safia.tech
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