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1 Allgemeine Informationen zur Mykotoxinmessung
mit SAFIA

1.1 Prinzip des SAFIA-Assay

Der Suspensionarray Fluoreszenzimmunoassay, kurz SAFIA, ist ein partikelbasierter Multiplexing-Schnelltest.
Fur 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 Antikdrper und Fluorophor-
markierte Antikdorper 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 Kalibrierkurve 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 unabhangig 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 durchgefiihrt. Diese zeigt
an, ob Matrixeffekte den Test bei der Messung stéren bzw., ob er richtig durchgefiihrt wurde. Die Interpretation
findet dazu automatisch in SAFIA Score statt, siehe Abschnitt 7.5.
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1.2 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 Durchfuhrung 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

Ao =

Auswertung des Assays mithilfe von SAFIA Score

1. Extraktion 3. Messung 4. Auswertung

o]

¥
Y

Abbildung 1 Analysenablauf
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2 Produkthinweise

2.1 Lagerung und Verwendung des Kits

Das Kit ist im Kudhlschrank bei 2-8 °C zu lagern und darf keinesfalls eingefroren werden. Vor der
Verwendung sind alle Komponenten auf Raumtemperatur zu bringen, direkte Lichteinwirkung ist zu
vermeiden. Nach Ablauf des Verfallsdatums kann keine Garantie Ubernommen 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.

2.2 Sicherheitshinweise

Arbeitssicherheit
I Die Kits enthalten gesundheitsgefahrdende Substanzen. Sicherheitshinweise und Vorsichts-
° mafinahmen zu den enthaltenen Komponenten entnehmen Sie bitte den Sicherheitsdatenblattern
(SDS). Die Kitbestandteile Calibration Standards und Fixation solution enthalten Mykotoxine in
geringen Mengen und sind entsprechend mit Vorsicht zu behandeln.

Entsorgung und Dekontamination

Alle Reagenzien, Reagenzienreste, kontaminierten Verbrauchsmaterialien und Probenriickstande

sind nach Gebrauch entsprechend den geltenden lokalen und nationalen Vorschriften zu entsorgen.
I Die jeweils aktuellen Sicherheitsdatenblatter (SDS) sind dabei zu beachten. Reagenzien diirfen nicht

Uber die Kanalisation oder zusammen mit dem Hausmdill entsorgt werden. Sie sind als chemischer
Laborabfall zu sammeln und geméaf3 den geltenden Vorschriften einer fachgerechten Entsorgung
zuzufiihren. Die Zuordnung eines geeigneten Abfallschlissels (z. B. nach AVV/EAK) erfolgt durch den
Abfallerzeuger bzw. die zustandige Entsorgungsstelle.
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-Lésung vorzunehmen.
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2.3 Kitinhalt

Tabelle 1 Ubersicht des Kitinhalts

Bestandteil Anzahl und Status Information
Inhalt

96-Well Mikrotiterplatte 1 Gebrauchsfertig

Kalibrationsstandards 8x0,5mL Gebrauchsfertig Beschriftet mit ,Kal-1“ bis ,Kal-8"

(Calibration Standards)

Probenpuffer 1x15 mL Konzentrat 10-fach Konzentrat

(Sample Buffer)

Primare Antikdrper 1x5mL Gebrauchsfertig Beschriftet mit ,AK 1*

(Primary antibodies)

Sekundare Antikérper 2x5mL Gebrauchsfertig Beschriftet mit , AK 2”

(Secondary antibodies)

Partikel Stocklésung 1x 45 pL Konzentrat Im Vial mit Insert

(Particle Stock solution)

Partikel-Puffer 1x1,5mL Gebrauchsfertig

(Particle Buffer)

Fixierlésung 1x10 mL Gebrauchsfertig

(Fixation Solution)

SAFIA PVPP-Adsorber Gebrauchsfertig Optional erhaltlich
Bestellnummer: SPVA-007

SAFIA PA-Adsorber Gebrauchsfertig Optional erhéltlich.
Bestellnummer: SPAA-008

Tabelle 2. Konzentrationen der einzelnen Kalibrationsstandards

Standard | c(OTA) c(DON) c(ZEN) c(FUM) c(AFL) c(T-2/HT-2) | c(KON)
pg L™ pg L™ pg L-' pg L™ pg L™ pg L™ pg L™
KAL-1 1.000 10.000 1250 10.000 1.500 5.000 1.000
KAL-2 100 1.000 125 1.000 150 500 100
KAL-3 10 100 12,5 100 15 50 10
KAL-4 1 10 1,25 10 1,5 5 1
KAL-5 0,3 3 0,375 3 0,45 1,5 0,3
KAL-6 0,1 1 0,125 1 0,15 0,5 0,1
KAL-7 0,01 0.1 0,0125 0.1 0,015 0,05 0,01
KAL-8 0,001 0,01 0,00125 0,01 0,0015 0,005 0,001
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2.4 Zusatzlich benotigte Reagenzien und Materialien

Kontaktieren Sie uns fur Empfehlungen und Angebote.

Tabelle 3 Ubersicht der zusatzlich bendtigten Reagenzien und Materialen mit Spezifikationen und Bespielen.

Ausstattung

‘ Spezifikation

Beispiel/Empfehlungen

Arbeitsplatz

Flache

ca. 2 x 1 Meter

kein direktes Sonnenlicht

Tastatur, Maus

Uber Symex: Bestellnummer: AV904041

Optional: PC-Bildschirm

Uber Symex: Bestellnummer: BY046024

Gerate

Zentrifugen

2 mL: 12,000 g

uniCFUGE 5 (LLG)

50 mL: 1,000 g

5810 R (Eppendorf)

(Mikrotiter-)Platten-
/Orbitalschuttler

Titramax 101 (Heidolph)

Rotator/ Uberkopfschiittler

uniLOOPMIX 2 (LLG)

Analysewaage

Pioneer PC (Ohaus)

Muhle

Analysenmuihle A11 basic (IKA)

Einkanalpipetten 10-100 pL Transferpette®, 10-100 pl (Brand)
100-1000 pL Transferpette®, 10-100 pl (Brand)
1000-10000 pL Transferpette, 1000-10000 pL (Eppendorf)
8-Kanalpipette, manuell 10-100 pl Transferpette® pro -8, 10-100 pl (Brand)
Research® plus, 10-100 pl (Eppendorf)
alternativ zur manuellen Pipette / optimal
< 8-Kanalpipette mit 5-100 pL Xplorer 8-Kanal-Pipette 5-100 pL (Eppendorf)
L Dispensierfunktion
g optional
°<>f 8-Kanalpipette mit 15-300 pL Xplorer 8-Kanal-Pipette 15-300 uL (Eppendorf)
Dispensierfunktion 50-1200 pL Xplorer 8-Kanal-Pipette 50-1200 pL
(Eppendorf)
Wannen fur Mehrkanal- ler Kammer
Pipetten 8/12er Kammer Reagenzreservoirs Trifill Mehrkanal (Carl ROTH)
o | Elektrische Multistep-Pipette Spitzen Tml, 5 ml Brand HandyStep
L
2
o
N

Messzylinder

150 mL, 500 mL

Laborflasche

250 mL, 500 mL

Stander fur Zentrifugenréhrchen

fir 50 mL, 15 mL

und 2 mL
Réhrchen
Cuttermesser
Verbrauchsmaterial
Pipettenspitzen fur die jeweiligen
Pipetten
Zentrifugenréhrchen 2mL
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15 mL

50 mL

96-Well-Platte, flachboden

Tischmdulltiten

Reagenzien

Ethanol 99 %

vergéllt mit MEK, IPA und Bitrex® (min. 99,8 %), fur Analyse auf 70
%(vol/vol) verdiinnen

deionisiertes Wasser

Materialien fiir den Betrieb des Cube 6 (bestellbar bei Sysmex)

Sheath Fluid

Bestellnummer: 04-4007_R

Cleaning Solution

Bestellnummer: 04-4009_R

Decontamination Solution

Bestellnummer: 04-4010_R

Hypochlorite Solution

Bestellnummer: 04-4012_R

Probenrdhrchen (Tubes)

Bestellnummer: 04-2000

Tube-Stander

Bestellnummer: 04-2000-02

Optional: Material fiir den SAFIA Per

formance Check

SAFIA Check Particles

Bestellnummer: SCP-1L-010

SAFIA Check Software

Bestellnummer: SCSOW-009

Alternativ

SAFIA Check Starter Kit (Partikel

Bestellnummer: SCSK-1L-011

und Software)
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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 fir ein komfortables Arbeiten die Unterordner cyflow 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 Durchfiihrung 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\data\cyflow\

Datei(en)

Datei-Namen

.fcs-Dateien der Messungen (werden hier automatisch abgespeichert mit Datum

und ID), werden in einem Ordner mit der Tray-ID als Namen abgelegt

Datum_Uhrzeit_Tray-ID_

Well ID.fcs

C:\User\cyflow\Documents\

Ordner Unterordner | Datei(en) Datei-Format
SAFIA-Check Reports Reports des Performance Checks (kdnnenin | .pdf

SAFIA Check exportiert werden und hier

abgelegt werden)
SAFIA-Mycotoxins | SAFIA-Files SAFIA Score-Dateien .sdf

3 Starten des Cube 6

1. Vor dem Start sollte die Flasche Waste vollstéandig entleert werden und die Flasche Sheath sollte ca. zu
80 % mit Sheath Fluid aufgeflllt werden.

2. Schalten Sie das Gerat ein (Kleiner Schwarzer Knopf auf dem Gerat).

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

4. Loggen Sie sich mit Inrem Account in der Software ein (Benutzername: USER, Passwort: Cubel).

! Bitte beachten Sie, dass auf jedem Gerat einmal das originale Configuration-File (,Mycotoxins-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 enthalt.
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" &,
5. Offnen Sie das Configuration File (Mycotoxins-SCR_A_Robby.cv85 ?) liber CFG Upload (&

6. Klicken Sie auf Prime 1:’( 2 in der Hauptleiste und dann auf Start u und folgen Sie den Anweisungen
durch das Prime-Programm.

Automatic Functions

000 ¥:0.00]
K000 ¥:.00
30,00 ¥:0.00]
000 ¥:0.00

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

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Priming Priming Priming

Step 1 of 5 Step 2 of 5

2 mlL Decontamination Solution. @

Step 3 of 5

Continue Continue Continue Cancel

Schritt 4 Schritt 5 Schritt 6

Priming Priming Priming

Step 4 of 5 Step 5 of 5

. mple tube fi
k & 2 ml Sheath Fluid.

Continue Cancel Continue Cancel Continue Cancel

Abbildung 3 Schritte des Prime Programms

2 Bitte beachten Sie, dass auf jedem Gerat einmal das originale Configuration-File (,Mycotoxins-SCR_A_Robby.cv85”) und ein auf Ihr Gerét
angepasstes Configuration-File hinterlegt sind. Verwenden Sie zur Messung stets das angepasste Configuration-File, das dieses die
korrekt eingestellten Gain-Werte der Detektoren ihres Geréts enthalt.
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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).

2064 (50%) 15133,
2075 (33%) 1832
1825 (46%) | 147161
1918 (52%) 4.
52 )| 74657
2085 (53%) i
778 5% | 40011

30000 (35%) Limit: 20000 XBET02 V112665

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 mussen vor dem Durchfuhren der Messung verdinnt 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 in der Hauptleiste

2. Klicken Sie auf Start u und folgen Sie den Anweisungen durch das QC-Programm. Sollten keine Partikel
erfasst werden, befolgen Sie die Hinweise in Abschnitt 9.2.

3. Die Messdatei des Performance Checks wird automatisch in dem Ordner ,cyflow” gespeichert mit Datum
und Uhrzeit der Messung als Dateiname und einer unrelevanten Zahl (z.B.:
2024_08_01_08_59_53__1957.fcs)

SAFIA SAFIA Performance Check Clean

Performance Check Performance Check

*Connect a sample tube filled with

Step 1 of 1:

2 ml of Cleaning Solution.
@ Performance Check firished - Please Continue (N reee “Contie”
- *Press Continue

@ * Connect a sample tube filled with
1 mi diluted SAFIA Check Particles.

* Press "Continue™

Cancel

H . [ \/‘
4.4 Auswertung eines Performance Checks mit SAFIA Check
1. Offnen Sie SAFIA Check und klicken Sie oben  [Bneercree 5

links auf den Button: Neuen Performance Check hinzufiigen

Neuen Performance Check hll‘lzufllgeﬂ Messdaten aus CSV importieren oder eine FCS-Datei direkt analysieren.

2. Zum Hinzufligen der .fcs-Datei klicken Sie in Operator
dem sich 6ffnenden Fenster auf Direkter
FCS-Import. Wahlen Sie die entsprechende
Datei aus dem Ordner SAFIA Check = CsV-Datei laden
Export-Files aus.

Kommentar

3. Nach dem Offnen des Fensters ,, Autogating priifen und Performance Check hinzufiigen” klicken Sie
unten rechts auf die Schaltflache ,,Performance Check hinzufiigen”.

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies Version 3 - 13/49



& prafen und & Check g
SAFIA QC Report S A F l A
Operator: test bestanden
Analysezeitpunkt: 07.01.2026, 10:14:52 Originaldaten LOT: 46160-SCP1L Gerat: Cubed VZM/RI300
Run: 2026_01_07_10_17_17__5936.fcs
2026_01_07_10_17_17__5936.fcs Partikel 2026_01_07_10_17_17__5936.fcs QC-Scatter
104 1045
e T e
1044 CSHE a2 Max
2B 3 ax
WS =
1043 1043 "l{@w -4 max
il e -5 MAX
1042 §§ feod
H X
10%2 . R
102 1073 100 1001 10°2 1043 104 1048
Ergebnisse
Parameter Wert Kriterium Status
%CV QC-1-FL3 6.84 <15 bestanden
Anzahl QC-1-FL3 3932 > 725 bestanden
%CV QC-1-FL1 8.36 <15 bestanden
Anzahl QC-1-FL1 1880 > 200 bestanden
Abbrechen Performance Check hinzufiigen

Abbildung 5 Darstellung der .fcs - Daten in SAFIA Check

I Ein nachtragliches Andern oder Léschen des Performance Checks ist dann nicht mehr méglich!

Jede .fcs Datei kann nur einmal mit dem SAFIA Performance Check ausgewertet werden.

4. Der gespeicherte Performance Check
erscheint nun auf der rechten Fensterseite.
Das Ergebnis des Performance Checks wird
automatisch gespeichert. Auf der
Fensterseite sind die vorherigen Performance
Checks aufgelistet und kdnnen aufgerufen
werden. Uber den Button Scatterplot-Report

offnen, kann das Fenster aus Abbildung 5

linken

erneut gedffnet werden.

m v

SAFIA Performance Check

CoA exportieren

Scatterplot-Report étfnen Report als .pelf exportioren

Kriterieniibersicht

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies
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5. Sie kdnnen nun auBerdem den Report als .pdf exportieren oder |8 Awbseetii

ein CoA (Analysezertifikat) exportieren. Dazu kénnen Sie die | ansysedstum
entsprechenden Felder ausfillen, welche auf dem CoA enthalten

sein sollen.

LOT-Nummer 46160-5CP-1L

Produktcode

Herstellungsdatum

Verfallsdatum

Head of QA

Abbrachen m

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, mussen Sie ein neues LOT-
File erzeugen.

1. Klicken Sie dazu auf den Button .

Tragen Sie in das sich 6ffnende Fenster die LOT-ID
und die aufgelisteten Parameter ein. Die Parameter
werden mit den SAFIA Check Partikeln mitgeliefert.
Sie dienen als Vergleichsgrofen (Benchmark) fir
jeden Performance Check.

2. Klicken Sie auf den Button [EEEeIEEE] SR T S

Gerdt auswahil... Cubef V2M/RI3... -

LOT-ID

Int F5C

Int 55C

%CV FSC

%CV 55C

%CV QC-1 FL1

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 missen. Dies kann auch nach einer Geratewartung der Fall sein. Kontaktieren Sie hierzu

den Sysmex Support.

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies
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5 Arbeiten mit SAFIA Score

5.1 Allgemeines zu SAFIA Score

SAFIA Score ist standardmaBig auf dem Computer ihres Durchflusszytometers installiert. Die Software kann
zusétzlich auf beliebig vielen weiteren Geraten installiert werden. Schreiben Sie dazu eine Anfrage an
support@safia.tech.

Die Software gliedert sich in die Arbeitsbereiche Start, Proben und Kalibrierung, Plattenlayout, Kalibrierkurven,
Proben und Referenzen. Diese Reiter kdénnen durch Anklicken erreicht werden. Die Arbeitsbereiche
Kalibrierkurven, Proben und Referenzensind erst nach Einlesen der Messdaten freigeschaltet.

5.1.1 Sprache andern m

Die Sprache der Benutzeroberflache kann jederzeit Uber Einstellungen Sprache

English
geandert werden. Zur Auswahl stehen Deutsch, Englisch und Franzdsisch. e
Nach der Anderung der Sprache schlieBen Sie die Anwendung und starten v Deutsch
sie anschlieBend erneut, damit die Anderung iibernommen wird. Francais

5.1.2 Handbuch und Softwareversion
Uber den Meniipunkt Hilfe kénnen Sie die aktuelle Version dieses Handbuchs aufrufen.
Hierfir ist eine Internetverbindung erforderlich. Uber den Meniipunkt Uber kénnen Sie Handbiicher

die aktuell installierte Softwareversion einsehen. )

Uber
5.1.3 Speichern
Beim Erstellen einer Auswertung missen Sie eing B amep susisieen x
Analyse-ID vergeben. Diese Analyse-ID wird
standardmafig auch als Dateiname verwendet.

Soll auch die Analyse-1D aktualisiert werden?

Wird die Funktion Speichern unter verwendet, | e tsensme inshessdt

Vorgeschlagene Analyse-ID: Analysis-2
werden Sie gefragt, ob die Analyse-ID ebenfalls
geandert werden soll. Wenn Sie den Dateinamen

spater im Datei-Explorer andern, bleibt die Analyse-ID der Auswertung unverandert.

Analyse-ID &ndern Aktuelle Analyse-ID beibehalten Abbrechen

5.1.4 Dateien 6ffnen

Sie kdnnen auch eine altere Analyse 6ffnen. Klicken Sie dazu im Startbereich auf den blauen Button einer
alteren Analyse. Sie sehen die Analysis-ID, das verwendete Kit sowie den Speicherort der letzten 20 Eintrage.
Alternativ kénnen Sie eine SAFIA Data File (.sdf-Datei) iiber Datei > Offnen oder direkt im Datei-Explorer durch
Doppelklick 6ffnen.

5.1.5 Kit-Bibliothek
|m Menu Bib|i0theksmanager beflndet SICh d|e Kit- Biblictheksmanager Export Analyse Einstellungen Hilfe
Bibliothek, in der alle standardmaBig verfiugbaren Kits | ft-8ibliothek Bibliotheken anzeigen

. . . . . . . . Ref biblicthek * - .
voreingestellt hinterlegt sind. Diese Eintrage dirfen nicht e Kits importieren

Export

geandert werden.
Kit-Bibliothek zuricksetzen (NICHT EMPFOHLEN)
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5.1.6 Referenzbibliothek
Im Meni Bibliotheksmanager finden Sie auch die Referenzbibliothek, in der Sie die Referenzwerte Ihrer

Referenzmaterialien verwalten und speichern kénnen. Um einen neuen Referenzeintrag anzulegen, klicken Sie

auf Referenz hinzufiigen, geben die entsprechenden Werte ein und speichern den Eintrag. Die

Referenzbibliothek kann exportiert und auf einem anderen Gerat wieder importiert werden. Dadurch lassen
sich Referenzdaten einfach zwischen mehreren Geraten Ubertragen.

Referenzbibliothek

Referenzbibliothek

Referenzen importieren

Referenzbibliothek

RM-32

RM-34

RM-35

RM-41

Exportieren Referenz hinzufiigen

SAFIA mycoProfile TotalToxé

SAFIA mycoProfile TotalToxé

SAFIA mycoProfile TotalToxé

SAFIA mycoProfile TotalToxé

Referenz bearbeiten Referenz lGschen

Details Referenz bearbeiten

RM-34

SAFIA mycoProfile TotalToxé

Zuridcksetzen

Referenz l&schen

Analyt [pg/L]

Control

OTA

DON

FUM

ZEN

AFL

T-2/HT-2

0.0

2.72

1240

467

131

80.9

Abbildung 6 Ansicht der Referenzbibliothek

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies

Version 3 - 17/49




5.2 Planen des SAFIA Assays in SAFIA Score

1.
2.

Datei B

Offnen Sie SAFIA Score.

Starte Sie eine neue Analyse im Reiter Start tUber den grinen Button + Neue Analyse.

Export

Analyse

Letzte Analysen

Zum Offnen auf eine Kachel Kicken

20 Eintrage

Analysis-1

+ SAFIA mycoProfile TotalToxé

Neue Analyse

MNeuen Workflow erstellen

Analyse &ffnen

Einstellungen

Hilfe

Plattenlayout

Analysis-2

SAFIA mycoProfile Field4

SAFLA
P

Abbildung 7 Ansicht des Startbereichs von SAFIA Score

3.

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies

Wahlen Sie in dem sich 6ffnenden Fenster im
Dropdown-Menu das entsprechende Kit aus.
Geben Sie eine Analysis-ID ein und klicken Sie
auf Analyse starten.

Im nachsten Schritt gelangen Sie zum
Arbeitsbereich Proben und Kalibrierung.
Hier Tabellen
untereinander, die sich Uber klicken der

Uberschrift ein- und ausblenden lassen.

befinden sich drei

. MNeue Analyse

Kit auswahlen Analyse-1D

SAFIA mycoProfile TotalToxé

SAFIA mycoProfile Storage?

Analyse starten

SAFIA mycoProfile Field4

Screening-Kit

Proben, Kalibrierungen und Referenzen

Bereiten Sie hier den Assay vor. bevor Sie Wells zuweisen. Messungen importieren und Ergebnisse berechnen.

> Kalibrierung

> Proben

> Referenzen
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5. Inder Tabelle Kalibrierung finden Sie vorausgefullt die Konzentration der einzelnen Standards, die mit dem
Kit mitgeliefert werden. Legen Sie hier Uber die Spalte Replikate fest, wie oft ein Standard gemessen

werden soll.

B saria score - Analysis-1

Datei Bibliotheksmanager Export Analyse FEinstellungen Hilfe Analyse-ID: Analysis-1- Kit: SAFIA mycoProfile TotalToxé

v Kalibrierung

Replikate

Kalibrierung 1

Kalibrierung 2

Kalibrierung 3

Kalibrierung 4

Kalibrierung 5

Kalibrierung &

Kalibrierung 7

Kalibrierung 8

v Proben

Start Proben und Kalibrierungen Plattenlayout Kalibrierkurven Proben Referenzen FCS-Viewer

Proben, Kalibrierungen und Referenzen

Bereiten Sie hier den Assay vor, bevor Sie Wells zuweisen, Messungen importieren und Ergebnisse berechnen.

Alle Kalibrierreplikate setzen Alte Kalibrierstandards laden

{DON) [ug/L] (FUM) [pg/L] (ZEN) [pg/L] (AFL) [pg/L) (T-2/HT-2) [ug/L]
2 1000.0 1000.0 10000.0 10000.0 1250.0 1600.0 5000.0

2 100.0 100.0 1000.0 1000.0 125.0 160.0 500.0

2 10.0 10.0 100.0 100.0 125 16.0 50.0

1.0 1.0 10.0 10.0 126 15 5.0

0.3 03 3.0 3.0 0.375 0.45 15

0.1 01 1.0 1.0 0.125 0.15 05

0.01 0.01 0.1 01 0.0125 0.015 0.05

0.001 0.001 0.01 0.01 0.00125 0.0015 0.005

Plattenlayout setzen

Abbildung 8 Ubersicht der Funktionen des Arbeitsbereichs Proben und Kalibrierung

6. Tragen Sie nun lhre Proben in die Tabelle Proben ein. Vergeben Sie fir jede Probe eine eineindeutige
Proben-ID (Probenbezeichnung) und legen die Anzahl der Replikate sowie den Verdinnungsfaktor fest.
Beides kann auch direkt in der Tabelle durch Anklicken editiert werden. Die Proben-ID kann durch
Doppelklick in die entsprechende Zelle gedndert, jedoch niemals doppelt vergeben werden.

Die Sample-ID kann direkt eingetippt werden oder mit einem Barcodescanner in die
Zwischenablage Ubernommen wund in SAFIA Score eingefligt oder aus einem
Tabellenkalkulationsprogramm (z.B. Excel) herauskopiert und eingefiigt werden. Durch einen
Doppelklick auf eine Zelle der Spalte Proben-ID kdnnen Sie den Namen einer einzelnen Proben-
eingeben oder éndern.

1. Probennamen in Excel oder einem Textprogramm als Liste erstellen und kopieren.
2. Inder Probentabelle eine freie hellblaue Zeile auswéhlen und mit Strg + V einflgen.
3. Die Probennamen werden automatisch in die Probentabelle tbernommen.
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7.

10.

1.

v Proben

E sample 1 Proben-ID Replikate  Verdinnungsfaktor

2 16 Probe hinzufiigen

Datei Bearbeiten
Alle Rapﬁkate 2 Alle Probenreplikate setzen Probe I6schen Probe zu Referenzen ubertragen

L ra

sample !
sample :
sample
sample

Proben-I1D Replikate Verdiinnungsfaktor Farbe

LA e

v Proben

Proben-ID Replikate  Verdiinnungsfaktor

2 1% Probe hinzufugen

Alle Replikate 1 Alle Probenreplikate setzen Probe Ischen Probe zu Referenzen Gbertragen

Proben-ID Replikate Verdunnungsfaktor Farbe

sample 1 1 1
sample 2 1 1
sample 3 1 18

sample 4 1 1%

e ' “ -

Die Werte in den Spalten Replikate und Verdiinnungsfaktor kénnen jederzeit nachtraglich geandert
werden. Per Rechtsklick auf einen Wert kann dieser flr alle anderen Proben Gibernommen werden.

” 2 16

Diesen Verdiinnungsfaktor fir alle Proben setzen 2 Diese Replikatzahl fur alle Proben setzen

Den Verdinnungsfaktor finden Sie in Abschnitt 6. Im High-Throughput-Protokoll betragt er 16,
im High-Sensitive-Protokoll 8. Soll dieselbe Probe in mehreren Verdinnungsstufen gemessen
werden, muss fur jede Verdlinnungsstufe eine eigene Sample ID vergeben werden.

In die Tabelle Referenzen kénnen Sie Proben mit Referenzkonzentration eintragen, analog zur Tabelle
Proben. Nach dem Ende der Analyse ermittelt SAFIA Score automatisch die Wiederfindungsrate der
Referenzproben. Mithilfe des Buttons = Probe zuReferenzen ibertragen  k&nnen Sie auch Referenzproben, die
versehentlich in die Proben-Tabelle eingetragen wurden, zur Referenzen-Tabelle verschieben

1

Uber Rechtsklick kdnnen Sie die Analyten-Konzentrationen . .
Analyten-Konzentrationen kopieren

kopieren und einfliigen (z.B. wenn Sie eine Referenzprobe in zwei
verschiedenen Verdinnungsstufen messen wollen. AuBerdem Analyten-Konzentrationen einfugen
kénnen Sie die Referenzprobe in der Referenzbibliothek Referenz in Bibliothek speichern

speichern.

Uber den Button  AusReferenzbibliothekauswahlen  k3nnen Sie eine Referenzprobe aus |hrer Bibliothek
hinzufliigen. Mehr Info zur Referenzbibliothek finden Sie in Abschnitt 5.1.6

Sobald Sie alle Proben eingetragen haben, gehen klicken Sie unten rechts auf den Button |l EEEE

um eine Zuordnung der Proben und Standards zu den Kavitaten der Mikrotiterplatte vorzunehmen. Die
Kavitdten haben einen alphanumerischen Code (A1, B1, C1 usw. bis H12) (sieche Abbildung 9Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Die Zuordnung kann automatisch tber 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 grundséatzlich
horizontal auf der Mikrotiterplatte platziert. Mithilfe des Buttons Clear kénnen Sie alle Eingaben I6schen.
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Analyse-ID: Analysi: it: SAFIA mycoProfile TotalToxé

Start Proben und Kalibrierungen Plattenlayout Kalibrierkurven Proben Referenzen FCS-Viewer A

Proben-ID

Proben-ID

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 n 2
- R o0 A1 Kalibrierung 1 c
- . . o felrene? D . . . .
pes pme 2 I ¢ o0 oo tbrening ]
- b . . . .

sample 1 Probe 2

sample 2 Probe 2

sample 4 Probe 2 Dot Kalibrierung 4

‘90
F .... EO1 Kalibrierung 5
‘00 R—— I I )
@@
Go1 Kalibrierung 7 H

Block (V) Block (H) Benutzerdefiniert Loschen fine s a ~

sample 5 Probe 2
sample & Probe 2
RM-34 Referenz 2
RM-32 Referenz 2

Kelibrieru..  Kalibrieru.. 2 - Plattenlayout als PDF exportieren Block (V) Block (H)

Direkter FCS-Dateiimport  ~ Datei importieren

Abbildung 9 Ubersicht der Funktionen im Arbeitsbereich Plattenlayout

12. Das Plattenlayout kann auch manuell mithilfe des Buttons Benutzerdefiniert erstellt werden. Dadurch
offnet sich ein separates Fenster

13. . In der Tabelle auf der linken Seite wahlen Sie die gewlinschte Probe aus und ordnen dieser durch Klicken

ein einzelnes Well oder durch Klicken und [Smeriie N
Ziehen  mehrere  Wells  zu.  Falsch | S R EE
zugewiesene Proben kdénnen in gleicher o : ::

Weise mit der Aktivierung des Buttons Well c o0

leeren in gleicher Weise wieder entfernt | weew: 0 i ::...
werden. Alternativ lassen sich alle Replikate | . v o0

einer Probe per Drag-and-Drop auf die b‘ : ::

Platte ziehen; diese werden dabei | ....... 0

automatisch horizontal angeordnet. In der :

Spalte Verbleibend wird die Anzahl der :

Replikate angezeigt, die noch nicht auf der | ="

Platte platziert wurden. Werden einer Probe | s CTET CIn [ Pt seon |

mehr Kavitaten zugeordnet als ursprunglich
unter Replikate angegeben, erscheint dort eine negative Zahl.

Es ist essenziell, dass die angegebenen Wiederholungsmessungen der Standards und Proben aus
dem Arbeitsbereich Proben und Kalibrierungen mit den Replikaten im Arbeitsbereich
Plattenlayout Ubereinstimmen. Sollte dies nach der Erstellung des Plattenlayouts mithilfe der
Funktion ,,Benutzerdefiniert” nicht der Fall sein wird automatisch eine Warnung angezeigt.

B wormnung = ”; Sie haben nun die Mdéglichkeit entweder
den Vorgang abzubrechen und das
Plattenlayout entsprechend zu andern
Warnung: Replikate stimmean nicht Gberein (Button Abbrechen), oder die Wieder-
holungsmessungen gleich in die ent-
Replikate in die Tabelle Gbertragen Abbrechen spreChende Tabelle unter Proben und
Kalibrierungen eintragen zu lassen (Button

Replikate in die Tabelle libertragen).
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Uber den Button Plattenlayout als PDF exportieren

exportieren.

kénnen Sie das Plattenlayout als PDF

Wenn Sie nach der Erstellung des
Plattenlayouts die Probennamen
andern mochten, missen Sie
zunachst das aktuelle Plattenlayout

|6schen.

. ‘Warnung

Bitte leeren Sie zuerst das aktuelle Plattenlayout, bevor Sie einen Probennamen dnde...

Abbrechen

14. Speichern Sie die SAFIA Score Datei (.sdf) ab, um die Analyse spéater fortzusetzen. Dies ist moglich unter

dem MenU Datei > Speichern unter.

15. Die Vorbereitung des Assays in SAFIA Score ist nun abgeschlossen. Sie kdnnen das erstellte Plattenlayout
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 auf einheitliche Korngréfen 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 durfen. Die Probenvorbereitung gliedert sich in folgende Schritte:

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

-

Abbildung 10 Ubersicht iiber die Schritte der Probenvorbereitung

6.1 Puffervorbereitung

Vor dem Bearbeiten der Proben muss das Probenpufferkonzentrat 1:10 verdinnt werden:

15 mL des Probenpufferkonzentrats in sauberes, verschlieBbares Glasgefas fullen.
- 135 mL deionisiertes Wasser hinzuftigen.

- Verdinnten Probenpuffer im Kiihlschrank 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 I0st sich vollsténdig beim Verdiinnen. Bitte achten Sie darauf, dass der gesamte
Inhalt der Flasche geldst 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 in Tabelle 5 angegebenen Protokoll fir die jeweilige Matrix. Da die
Probenvorbereitung matrixspezifisch ist, sind fur einige Matrizes geringfliigige Anpassungen des
Standardprotokolls erforderlich (z. B. feste Lebensmittel mit hohem Proteingehalt). Beachten Sie hierzu auch
die Hinweise zu besonderen Matrizes in Abschnitt 9.

Der Verdlinnungsfaktor betragt im High-Throughput-Protokoll 16, da eine gréoflere Menge Extraktionsmittel
verwendet wird. Im High-Sensitivity-Protokoll betragt er 8, da die Extraktion mit einer geringeren Menge
Extraktionsmittel erfolgt. Bei einigen Matrizes, wie beispielsweise Heu, Krautern oder Gewdlrzen, ist eine
Reduzierung des Extraktionsmittels jedoch nicht méglich, da die Probe sonst nicht mehr homogen extrahiert
werden kann.

Weitere Protokolle fur spezifische Matrizes und Anwendungen sowie Aktualisierungen bestehender Protokolle
sind unter www.safia.tech verfligbar. Bitte prifen Sie regelmafiig, ob neue Updates vorliegen.

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

Probenart Beispiele Probenvorbereitung Faktor
Feste Lebensmittel | Getreide, 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 16
mit hohem Mais, 2) 20mL (10 mL) 70 %iges (vol/vol) Ethanol (8)
Proteingehalt Hilsenfrichte hinzugeben und die Proben fiir 15 min

schiitteln, z. B. in einem Uberkopfschiittler .
3) 5 min bei 1.000g zentrifugieren.
Feste Lebensmittel | Getrocknete | 4 Uberstand 1:4 in Probenpuffer verdiinnen

mit hohem Rosinen, (z.B. 250pL Probe in 750 pL Probenpuffer)
Zuckergehalt Datteln, und kurz schutteln.
Feigen 5) 10 min bei 12.000 g zentrifugieren.
Lebensmittel mit Haselnusse, 1) 5 g Probenmaterial einwiegen. 16
hohem Fettgehalt Erdnisse, 2) 20mL (10 mL) 70 %iges (vol/vol) Ethanol (8)
Mandeln, hinzugeben und die Proben fir 15 min
Pistazien, schiitteln, z. B. in einem Uberkopfschittler .
Ole 3) 5min bei 1.000¢g zentrifugieren.

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

5) 3 Messloffel* SAFIA PVPP-Adsorber pro 1 mL
verdiinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .

6) 10 min bei 12.000 g zentrifugieren.

* 3 gestrichene Messloffel PA bzw. PVPP sind ca. 20 - 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.
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Probenart Beispiele Probenvorbereitung Faktor

Spezialwaren 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) 3 Messloffel* SAFIA PA-Adsorber pro 1 mL
verdinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .

6) 10 min bei 12.000g 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 fiir 15 min schiitteln, 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 Messloffel* SAFIA PVPP-Adsorber pro 1 mL
verdiinnte Probe hinzugeben und 15 min
schutteln .

6) 10 min bei 12.000g zentrifugieren.

Flussige Safte, 1) 5mL Probe abmessen. 8
Lebensmittel Getranke, 2) 5mL 100 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
ohne viele Weiwein die Proben kurz schiitteln.

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
schutteln .

5) 10 min bei 12.000 g zentrifugieren.

* 3 gestrichene Messloffel PA bzw. PVPP sind ca. 20 - 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.
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Flissige
Lebensmittel mit
hoher
Konzentration an
roten Farbstoffen

Kirschsaft,
Beerensaft,
Roter

Traubensaft,

Rotwein

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

5 mL Probe abmessen.

5mL 100 %iges (vol/vol) Ethanol hinzugeben und
die Proben kurz schutteln.

5 min bei 1.000g zentrifugieren, wenn viele
Schwebstoffe vorhanden sind.

3 Messloffel SAFIA PVPP-Adsorber pro 1 mL
Extrakt hinzugeben und 15 min schitteln

5 min bei 1.000 g zentrifugieren.

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

10 min bei 12.000 g zentrifugieren.

* 3 gestrichene Messloffel PA bzw. PVPP sind ca. 20 - 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.
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7/ Durchfuhrung des SAFIA Assays

Der SAFIA Assay wird in den folgenden Arbeitsschritten durchgefuhrt.

1. Hinzufligen 2. Hinzufligen 3. Inkubation 4. Hinzufligen
Partikel Antikorper Fixierldsung

Abbildung 11 Durchfiihren des SAFIA Assays

7.1 Vorbereitung

5. Inkubation

6. Hinzufiigen
DI-Wasser

—
Y.

1. Planen Sie, falls noch nicht geschehen, |hr Plattenlayout (Zuweisung der Proben und Standards zu den Wells
der Mikrotiterplatte). Dies kann mithilfe der Software SAFIA Score erfolgen (siehe Abschnitt 5.2).

2. Bringen Sie alle Kit-Reagenzien auf Raumtemperatur.

3. Schutteln 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 benotigte Menge der Partikelarbeitslosung frisch her:

5. Partikelstocklésung mindestens 20 s kraftig schutteln.

6. Im Verhaltnis 1:33 in Partikelpuffer verdiinnen (siehe Tabelle 6 und 7).

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 pl 30 pl 45 yl (alles)
Partikelpuffer 106,7 pl | 320 pl 640 pl 960 pl 1.500 pl(alles)
Gesamtvolumen 110 pl 330 pl 660 pl 990 pl 1.545 pl

Tabelle 7 Pipettierschema fiir bestimmte Anzahl an Wells einer MTP

1 Well 30 Wells
Partikelstocklosung | O, 4 pl 12 l
Partikelpuffer 13,3 pl 399 ul
Gesamtvolumen 13,7 pl 411 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.
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7.2 Durchfuhrung des Assays

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 Verzdgerung zwischen den einzelnen Streifen
entsteht.

Bei der Zugabe der Reagenzien in die einzelnen Wells ist zu beachten, dass die Pipettenspitzen auf
l keinen Fall die Flussigkeit berihren, wenn die gleiche Pipettenspitze fur mehrere Wells verwendet
[ J

wird!

In jedem Well der Mikrotiterplatte werden 25 pL verdinnten Probe/ Standard vorgelegt, entsprechend
dem gewahlten Plattenlayout.

Dann werden hintereinander hinzugegeben:

- 10 pL Partikelarbeitsldsung, diese vor dem Einfiillen nochmals gut schiitteln (mind. 20 s)
- 25 pL Primarer Antikorper (AK 1)

- 50 pL Sekundarer Antikoérper (AK 2).

20 min bei RT unter Schutteln inkubieren.

50 pL Fixierldsung hinzugeben und 5 min inkubierten.

140 pL DI-Wasser hinzugegeben.

Die Messung im Durchflusszytometer kann nun gestartet werden, siehe Abschnitt 7.4.

7.3 Tipps und Hinweise zum Pipettieren

7.3.1 Wichtige Hinweise

Langsame Auf- und Abgabegeschwindigkeit wahlen, da viele Reagenzien Tenside enthalten.

Bei Verwendung von Pipetten ohne Dispensiermodus Spitze vor Aufnahme mit Flussigkeit benetzen.

Fir jedes Reagenz/Standard/Probe eine neue Pipettenspitze verwenden

Beim Pipettieren niemals die Flissigkeit in der Kavitat berlihren!

Da es keine Waschschritte gibt, ist besonders darauf zu achten, sauber zu arbeiten, um Kreuzkontamination
zu vermeiden!

Zur Stabilitat der Hand ist es hilfreich im Sitzen zu arbeiten, um den Ellenbogen abstiitzen zu kénnen

7.3.2 Vorgeschlagene Pipettiertechnik

* Probe/Standard senkrecht * Partikel- und AK-1 L6sung » AK-2/Fixierlosung/Wasser
einflllen leicht schrag einflllen Uber Kavitat einfullen
» Boden leicht beriihren + Seitenwand berlhren * Nicht die Flussigkeit berthren!

 Nicht die Flussigkeit berthren!
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7.3.3 Pipettenwahl
Zur Zugabe der Reagenzien kann einer Mehrkanalpipette optimal mit Dispersierfunktion oder ein elektrischer
Mehrfachdispenser /Multistepper verwendet werden. Im Folgenden werden die optimalen Pipettierschritte mit

der jeweiligen Pipette beschrieben.

Mehrkanalpipette:

Tabelle 8. Benétigte Volumina der Assay-Reagenzien fiir 1 Well bzw. einen Streifen

Besonders geeignet flir eine hohe Probenanzahl und das arbeiten in 8er-Streifen (bis zur gesamten Platte)

Reagenzienmengen im Mehrkanal-Reservoir vorbereiten (z. B. bei 6 Streifen 6-mal die bendtigte Menge

pro Reagenz pro Streifen (siehe Tabelle 7) nebeneinander in Reservior vorlegen

Mehrkanalpipette auf das Volumen eines Wells einstellen (z. B. 10 pl Partikellésung). Falls moglich, 8
Dispensierschritte einstellen. Entsprechend der Anzahl der Streifen die bendtigten Pipettenkanale mit
Spitzen bestiicken und Reagenzvolumen aus dem Reservoir aufnehmen

Volumen 8-mal in die Wells pipettieren bzw. dispensieren, ohne Proben oder Standards zu berihren

Von unten nach oben (H » A) arbeiten, um Kreuzkontaminationen zu minimieren

Reagenz 1 Well 1 Streifen
Partikellésung | 10 pl 110 pl
AK 1 25 pl 350
AK 2 50 l 700 pl
Fixierlésung 50 ul 700 pl
DI-Wasser 140 pl 1.400 pl

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies
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Wenn Sie mehr als 8 Streifen pipettieren mochten, fuhren Sie die oben beschriebenen Schritte zwei mal
durch. Achten Sie dabei darauf, die Wells immer in der gleichen Reihenfolge zu befillen.
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Mehrfachdispenser:
e Besonders geeignet fur eine geringe Probenanzahl, da die Belegung nicht an komplette Streifen gebunden
ist. Es kdnnen auch nur einzelne Wells (z. B. A-D) eines Streifens verwendet werden.

e Fur 10 pl Partikelldsung eine 1-ml-Spitze verwenden und die Anzahl der Steps entsprechend der Anzahl der
zu befullenden Wells einstellen.

e Fur 25 pl kann ebenfalls eine 1-ml-Spitze verwendet werden. Dabei sind maximal 40 Steps pro Fullung
maoglich. Bei mehr als 40 Proben eine 2,5-ml-Spitze
verwenden.

e Fur 50 pl AK2 und Fixierlosung eine 5-ml-Spitze
verwenden.

e  Fur 140 pl Wasser eine 5-ml-Spitze verwenden.

e Das Befullungsmuster der Platte kann frei gewahlit
werden. Wichtig ist, fir jedes Reagenz stets dasselbe
Befullungsmuster zu verwenden. Die Reihenfolge der
Befullung muss beibehalten werden, damit fir alle
Wells die gleichen Inkubationszeiten gewahrleistet

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

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

-

Klicken Sie auf MRS in der Hauptleiste.

Uberpriifen Sie unter Einstellungen - Measure, ob

die Parameter wie in der Abbildung dargestellt

eingestellt sind.

Klicken Sie auf Start u um die Messung zu beginnen.

Nun 6ffnet sich ein Fenster, in dem Sie eine

7.4 Auslesen mit dem Cyflow® Cube 6 Durchflusszytometer

Automatic Functions

Autostart Autosave

Measure Mode

Sample Source
[ ] ‘ort

O Autoloader

Sample Volume
QO 10-20pu
@ 21-50p
@ 51-1004L
@ 101-1804

(50 pL aspired vol

(210 pL aspired volume)

Sample Mixing
[ Wolii
® Low
@ High

Sample-to-Sample Cleaning
on

O standard
@ Intensive

(fast, minimal sheath fluid)

(sheath fluid + extra solution
required)

Workstep Settings
Command+Parameter Value Unit

E StartMeas

E Flow

B Value D’ 0.5 plfsec
E VolumeEndCendition
F value # 10 u

Tray-ID (Batch-Nummer) (z.B. die Analyse-ID)

vergeben. Verwenden Sie nur

96 Well MTP Shaker

Tray Layout

alphanumerische Zeichen (A-Z, a-z, 0-9) und

BEVA 800240516 _TESTBATCH

den Tiefstrich ,_” fur die Tray-ID (z.B.

Continue
previous Tray

Startwith

Reset
new Tray Changes

20250213_TESTBATCH), da andere Zeichen &

Sonderzeichen nicht erkannt werden und bei

der Erstellung des Ordners geldscht werden.

Klicken Sie auf Start with a new Tray um eine
neue Messung zu erstellen.

" SAMPLE

Edit Tray Info.

Tray Code: 13 | Tray: ok | Tray Name: -

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 12).

Um die Daten mithilfe von SAFIA Score auswerten zu kdnnen, ist es unbedingt erforderlich, die Well-ID
einzufigen. 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 Gbernommen,
wenn die Werte in der Mitte der Kavitaten in schwarz dargestellt wurden.
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ALT"ALT" 2.3.0 - Layout: 96 Well MTP Shaker - "ALT" 2.3.0 - Layout: 96 Well MTP Shaker - Cube is connected -Bus -Leg

" SAMPLE

T
al: M

Edit Tray Info.

Back to CyView

Tray Code: 13| Tray: ok | Tray Name: - Tray Code: 13 | Tray: ok | Tray Name: -
Abbildung 12. Das Menu fur die Mikrotiterplattenbelegung
10. Klicken Sie nun auf den Button Back to CyView. Dadurch gelangen Sie zu CyView und die Messung kann

Uber Fortfahren m gestartet werden.

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

12. Die Messung erfolgt nun vollautomatisch. Sie sollten dennoch die ersten 3 Messungen lUberwachen, ob z. B.
im System befindliche Luftblasen die Messungen beeinflussen.

Bei einer erfolgreichen Messung sehen Sie im Streuplot FSC/SSC eine Population, die im Gate
Particles auftaucht. Ebenso bilden sich bis zu 7 Populationen im Streuplot FSC/FL-3, siehe
Abbildung 13. 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.

82 (16%)|
1 0%

Abbildung 13. Typische Ansicht bei der Messung eines SAFIA Assays. Oben: Histogramm fir die Intensitat im FL-1 eines Analyten. Unten:
Streuplot FSC/SSC und Streuplot FSC/FL-3

13. Optional nach der Messung: Fuhren Sie einen manuellen Reinigungszyklus durch, siehe Abschnitt 9.1.
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7.5 Auswertung des Assays mithilfe von SAFIA Score

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

Abschnitt 5.2.

2. Wabhlen Sie im Arbeitsbereich Plattenlayout
Direkter FCS-Dateiimport aus, klicken Sie
anschlieend auf Datei importieren und
wahlen alle zuvor generierten .fcs-Dateien

Direkter FCS-Dateiimport

Cubeb V2m FCS Express
Cubeb V2m CyFlow
Cubeé N1

Direkter FCS-Dateiimport

= Datel impaorti

aus, welche in dem Ordner mit Namen ihrer
Tray-ID abgespeichert wurden:
C:\ProgramData\PartecGmbH\Cube_18\data\cyflow\

Anhand des Plattenlayouts und der Messdaten der Kalibrationsstandards werden nun sigmoide
Kalibrierkurve erstellt (siehe Abbildung 14). Auf deren Grundlage erfolgt die automatische Berechnung der
Mykotoxinkonzentrationen in den Proben.

Die Auswertung der Daten erfolgt automatisch. Treten bei den Messungen Abweichungen auf, erscheint
entweder der Hinweis ,FCS priufen” oder ,FCS-Datei ausgeschlossen”. Bitte beachten Sie die
entsprechenden Hinweise und fuhren Sie die empfohlenen Mafinahmen durch. Weitere Informationen
hierzu finden Sie in Abschnitt 5.2. Wenn Sie die Messdaten im Detail betrachten moéchten, klicken Sie auf
den Reiter FCS-Viewer.

Start Proben Referenzen Kit-Bibliothek Referenzbibliothek

Kalibrierkurven

Proben und Kalibrierungen Plattenlayout FCS-Viewer

Control OTA DON

Parameter

FUM

1589 1282 2292 131 479
AZ 234 122 n 291 178 120 134

0.864 0.0981 125

028 &2

Icao 402 229 867 a2 135

0797

p 1m3 1033 102 1037 1009 1323 08648

4769 2834 439 b6.64 7309 2373 2759

163 1E-2 161 1E0 1€ 1E2 1€ 1EL

clAnalyt) [ua/l

R* 09993 09993 09992 09998 09995 09995 09993

DR 1345 1079 1267 91 n3 ns 348

[ Fum |

Alle Keine \ oTA )

0]

DON ZEN ) | AFL T2/HT2

rOR 0.852 0.898 0798 0773 0.922 0.909 o7z
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Abbildung 14. Ubersicht tiber die Funktionen im Arbeitsbereich Kalibrierkurven
5. Rechts oben werden die durch den Fit berechneten Kurvenparameter angezeigt. Anhand dieser kénnen

Sie beurteilen, ob die Kalibration des Assays erfolgreich war. Bewegen Sie den Mauszeiger Uber einen
Parameter, um eine kurze Erlduterung zu dessen Bedeutung und Funktion anzuzeigen. Eine gultige
Kalibrierkurve sollte folgende Parameter aufweisen:

- relative Dynamic Range (rDR): mindestens 0.60, optimal > 0.80
- BestimmtheitsmaB (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 T-2
IC50 Min [pg/L] 0.250 0.180 4.35 3.00 1.10 0.0650 0.360
IC50 Max [pg/L] | 2.40 1.28 90.0 26.0 7.00 0.600 9.20

Erflllt eine Kurve nicht die Richtwerte dieser Parameter, beachten Sie die Hinweise in Abschnitt 9.9.
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Unten im Fenster sehen Sie tabellarisch die Ergebnisse der einzelnen Kalibrationsstandards
zusammengefasst, geordnet nach Analyten. Die Berechnung der Kalibrierkurve 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 Ausreifiertest nach
Grubbs (Signifikanzlevel a = 0.95) durchgefiihrt, der mogliche Ausreiermessungen anzeigt.
Durch Doppelklick auf die einzelnen Zeilen der Tabelle 6ffnet sich eine Detailansicht. In der
Spalte n/N sind die Messungen, die in die Auswertung einbezogen werden, mit ,Ja”
gekennzeichnet. Durch Klicken auf ,Ja“ wird der Eintrag auf ,Nein” gedndert und die
entsprechende Messung von der Auswertung ausgeschlossen. Ein erneuter Klick schlieft die
Messung wieder in die Auswertung ein. Klicken Sie auf ,Anwenden”, um l|hre Auswahl zu
bestatigen. Mit ,SchlieBen” verwerfen Sie die vorgenommenen Anderungen.

Beachten Sie, dass der Grubbs-Test lediglich als Unterstitzung zum Auffinden von extremen
Messausreifiern gedacht ist und

B Details u] X

gerade bei kleinem Stichproben- | . . .ione-ora

umfang unzuverlassige Aussagen Mittohwert M 1057 | §3:70 | relativa 30 2.01%
generieren kann. Z. B., wenn bei drei
Replikatmessungen 2 der Werte
vollstandig ubereinstimmen, sollten
der als ,Ausreifer” gekennzeichnete

Dritte Wert nicht ausgeschlossen Schiiegen Ja—

werden.

6. In den Arbeitsbereichen Proben und Referenzen sind die Ergebnisse der einzelnen Proben bzw.
Referenzproben aufgelistet (siehe Abbildung 15). Klicken Sie auf Speichern, um lhre Auswertung zu
speichern.

7. Uber den Button [RNEEIEETE0N b7\, [EESHEIEIENNE K Snnen Sie zwischen der Interpretations-

ansicht bzw. der Ausreier-Ansicht hin und her schalten. Die AusreiBer-Ansicht ist analog zur AusreiBer-
Ansicht der Kalibrierkurve gestaltet und zeigt Ihnen die Ergebnisse einen Grubbs-Ausreifler-Tests an.

Start Proben und Kalibrierungen Plattenlayout Kalibrierkurven Referenzen Kit-Bibliothek Referenzbibliothek FCS-Viewer

Ausreifier anzeigen

sample 1 Verdiinnungsfaktor:8 (@ sample2 Verdunnungsfaktor:8 (@ sample 3 Verdinnungsfaktor: 8 (@

Analyt Interpretation Analyt Interpretation Analyt Interpretation

Control <0.008 pg/L bestanden (<2.02 pg/L ... 22 Control 0.952 + 0.0498 bestanden (<2.02 pg/L) 22 Control 0882+ 0214 bestanden (<2.02 pg/L) 2/2
OTA 0.989 + 0.0145 <1.14 pg/L (IC20) 22 OTA 3.09 £ 0.0424 =114 pg/L (IC20) 22 OTA 4.91£0.0906 >1.14 pe/L (IC20) 2/2
DON 10.9 £ 0.102 <44.6 pg/1 (IC20) 22 DON 19073 =686 pg/L (IC80} 22 DON 147 2182 <44.6 pg/L 1IC20) 2/2
FUM 6.68 = 2.98 <20.4 pg/L (IC20) 22 FUM 710+ 418 »330 pg/L (1C80) 22 FUM 049720 <20.4 pg/L 1IC20) 2/2
ZEN <0.01 pg/L <6.2 pg/L (IC20) 22 ZEN 2429 >116 pg/L (IC80) 22 ZEN 1.48 £ 0.114 <6.2 pg/L (IC20) 2/2
AFL <0.012 pg/L <0.767 ug/L (IC20) 22 AFL 7.61£027 »4.62 pg/L (IC80) 22 AFL 823:0 »4.62 pg/L (IC8O) 2/2
T-2/HT-2 0226:0 <8.78 pg/L (IC20) 22 T-2/HT-2 108771 =8.78 pg/L (IC20) 22 T-2/HT-2 1782147 »8.78 pg/L (IC20) 2/2

Abbildung 15 Ausschnitt des Arbeitsbereichs Proben mit einer Ubersicht der Ergebnisse der einzelnen Proben. Dies ist identisch zu
Ansicht im Arbeitsbereich Referenzen
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Uber Export haben Sie die Option lhre Ergebnisse
nach Excel oder als PDF-Bericht zu exportieren.

Export Analyse Einstellungen Hilfe

In der Datei finden Sie in den entsprechenden Ergebnisse nach Excel exportieren
Blattern die zusammengefasten Ergebnisse der
Messungen der Proben und Referenzproben,
sowie die Parameter der einzelnen Kalibrier- Plattenlayout als PDF exportieren

kurven.

PDF-Bericht exportieren

Plattenlayout fir CyBatch exportieren (.csvl

Uber den Screenshot Button kdnnen Sie die
Tabellen als Grafik exportieren.

Plattenlayout far CyFlow exportieren LIbl)

7.5.1 Hinweise zur Dateninterpretation

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies

Die Interpretationsansicht gibt lhnen eine optische Hilfestellung, ob die Kontrollmessung
bestanden wurde (Anzeige: bestanden/durchgefallen) bzw. ob der gemessene Wert fiir ein Toxin
uber 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 iiber 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.

Farbkennzeichnung der Messergebnisse:
e Griin: Messergebnis unterhalb des IC-20-Werts
e Gelb: Messergebnis oberhalb des IC-20-Werts

e Orange: Messergebnis oberhalb des IC-80-Werts

[peg/M Interpretation

Control

e Rot: Die interne Kontrolle ist fehlgeschlagen

Ist die gemessene MFI grofer als A1-Wert (oberes Plateau der Kurve), liegt die Messung auf3erhalb
der Kalibration und fur diesen Fall eine Quantifizierung der Proben mathematisch nicht moglich
ist. Daher wird angezeigt, dass das Ergebnis kleiner der Konzentration von A1 ist. Die Werte
werden in der Berechnung automatisch ausgeschlossen. Analoges gilt fur Werte, die kleiner sind
als der A2-Wert (unteres Plateau der Kurve). 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 Verdunnung.

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

Verdinnungsfaktor: 8 @ Verdinnungsfaktor: 8 O
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Analog zu den Tabellen im Arbeitsbereich Kalibrierkurve gelangen Sie durch Doppelklick auf eine
Detailansicht. Hier kdnnen einzelne Messungen in die Berechnung ein- oder ausgeschlossen
werden (n/N ,Ja” oder ,Nein”).

Im unteren Bereich werden die ermittelten Konzentrationen in Form eines Saulendiagramms
angezeigt, geordnet nach Analyten. Das Diagramm kann ebenfalls Uber den Screenshot-Button
kopiert werden. Zuséatzlich besteht die Mdglichkeit den Verdinnungsfaktor in jeder Grafik
einzubeziehen, sowie Referenzlinien anzuzeigen. Wenn man grafisch beurteilen méchte, ob
Proben unterhalb des IC20 liegen, sollte man die Ansicht ohne VF verwenden, da die 1C20-
Grenzlinie dort auf dem IC20 ohne VF basiert.

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-
Kalibrierkurve ist. Dies kann leicht grafisch Uberprift werden. Dazu muss das Feld
Verdiinnungsfaktor beriicksichtigen deaktiviert und das Feld IC-20 Linie aktiviert sein.

Analyte: Control a

Verdlnnungsfaktor berlicksichtigen IC20-Linie Benutzerdefinierte Linie bei pg/L

o0
- .
0.00 - <

Proben

Kenzentration [ug/L]

Im Menu Analyse kann eine Tabelle der eingelesenen Messdaten angezeigt werden.

Datel Bibliotheksmanager Export Analyse Einstellungen  Hiife Analyse-ID: Anal

Messdetails

Proben und Kalibrierung:  FCS-Viewer it Kalibrierkurven Proben

Control

Dateipfad Arbeitsbereich  Pre-Gate Cx/Cy (Rx/Ry)
Anzahl Gate Cx/Cy (Rx/Ry) Anz|
AO1 Calibration1 C:\Users\Svenja... NO 2.8/3.2(0.2/0.1) b 247.0 2.8/3.9(0.1/0.1)
BO1 Calibration2 C:\Users\Svenja... NO 2.8/3.2(0.1/0.1) 25 263.0 2.9/3.9(0.1/0.1) 2.)
co1 Calibration3 C:\Users\Svenja... NO 2.8/3.1(0.2/0.1) 2 3425 2.8/3.9(0.1/0.1) 2.

Dies kann bei der Bewertung einzelner Messungen hilfreich sein. Wenn bspw. keine oder nur sehr
wenige Partikel erfasst wurden, lasst sich dies an der Spalte Count erkennen. Der Arbeitsbereich
Messdetails ist nur aktiv, wenn im Meni Analyse die Option Analysedetails aktiviert wurde. Dieser
Arbeitsbereich kann bei Bedarf auch wieder geschlossen werden.
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7.5.2 Datenansicht im FCS-Viewer

e Im FCS-Viewer werden Messdaten analog zur CyFlow-Ansicht dargestellt.

e Links in der Tabelle stehen Well-ID, Probenname und die verwendete Messdatei. Unter Status ist
ersichtlich, ob eine Messung in die Auswertung einbezogen oder ausgeschlossen wurde; der
Ausschlussgrund ist ggf. in der Spalte Grund angegeben. Ereignisse zeigt die Gesamtzahl der Events, Gates
die Anzahl der erkannten Gates.

e Rechts befinden sich zwei Scatterplots: Im FSC/SSC-Plot werden alle Events nach Gréf3e und Granularitat
dargestellt; SAFIA-Partikel werden automatisch im Pre-Gate erfasst (inkl. Eventzahl. Im FCS/FL-3-Plot wird
die Messung des FL-3-Detektors dargestellt, der den Farbcode der SAFIA-Partikel erfasst, wodurch die
zuvor im Pre-Gate erfassten Partikel nach Analyten aufgetrennt werden. Je nach Kit werden bis zu sieben
Populationen mit automatischen Gates und Eventzahlen erkannt. Unterhalb sind Histogramme pro
Analyten dargestellt (FL1 vs. Ereignisse). Der Peak-Mittelpunkt entspricht dem MFI, aus dem Uber die
Kalibrierkurve die Konzentration berechnet wird.

Start Proben und Kalibrierungen Plattenlayout Kalibrierkurven Proben Referenzen Kit-Bibliothek Referenzbibliothek Rohdaten
Dateien FCS-Dateien manuell hinzufiigen
Prifen (0) Ausgeschlossen (0) Blockiert (0) ” = @ DON, 93
N N @ [aFrum, 247
Probe / Datei Grund @ ICDHtlnLE&E}
A1 ca';?_’fﬁ“"i”_ﬁ; 2 09 essene | ENthalten Keine GC-Hinweise @ SR
BO1 S:ailfri[:ig:z; 012 09 MKkszsBirs  Etnalten Keine QC-Hinweise .@‘Il OTA, 257)
cot ?f!”,at:"fi"f_ e o Enthalten Keine QC-Hinweise @ (ETERE
Do1 ?_a.'.‘br?t."f": 0212 05 tceronree | EMERalten Keine QC-Hinweise y
B AFL, 90
T = Keine QC-Hinweise &
T Fsc Fsc
Fo1 ca “’”‘f’ 0205 e e, ENthalten Keine QC-Hinweise
ot Calibration7 Enthalten Keine G0 Hinwelse @ DON-FLT ® FUM-FL1  Gortrol - FLT § ZEN-FLY
2026_12_09_10_05_0..2_09_MKS215-Gifes - o — 0 R - . 30 - S
Hot Cf!bra“ma . inre,  Enthaiien Keine QC-Hinweise . :
A02 ?f!b?_t:lsi‘w]:_ 6.5.2.09_Misps-Aares Ernalten Keine QC-Hinweise
BO2 (_3‘_3_';”?[,"”:"2_ R AT Enthaiten Keine QC-Hinweise R e
o } [ ] EéTA< FL1 [ ] ;(CVZIHTVZ- FL1 [ ] ABFL- FL1
coz Callbrati Enthalten Keine QC-Hinwei ! ; Medier: 135

Sitzung erfolgreich wiederhergestellt (32 Dateien)

Calibrationd = - I |
» Erweitert 0y — —
10%0 1041 10°2 10°3 104 10°5 10%0 1041 1072 10°3 104 10°5

Abbildung 16 Ansicht der Messdaten im FCS-Viewer in SAFIA Score
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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 durchzufuhren.

Befullen Sie in zwei Spalten jeweils 4 Wells mit
Hypochlorite Solution, 4 Wells mit Decontamination

Solution, 4 Wells mit Cleaning Solution und 4 Wells mit B
Sheath F|UId Autostart
2. Ziehen sie den beweglichen Tray der CyFlow® Robby Measure Mode

Autoloading Station heraus und stellen Sie die
Mikrotiterplatte auf die dafur vorgesehene Plattform.
Bitte beachten Sie, die richtige Orientierung der Platte

Workstep Settings

(Well A1 oben rechts). o Command+Parameter Value  Unit
. E StartMeas
3. Offnen Sie das Configuration File mit Namen Cleaning- 5 Flow
alue , SEC
MTP. Klicken Sie dazu auf den Button CFG [ T L

Value # 130 pl
BERULLA in der Hauptleiste. = S

4. Klicken Sie nun auf 4:

5. Uberpriifen Sie, ob folgende Einstellungen unter
Einstellungen 9 Measure eingestellt sind.

6. Fuhren Sie die Messung analog zum Abschnitt 7.4 aus.

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 16schen.

7. Fihren Sie nun den Shutdown durch, indem Sie den Shutdown klicken.
8. Starten Sie das Programm, indem Sie auf Start u klicken.

9. Folgen Sie den Anweisungen durch das Shutdown-Programm. Nach Abschluss des Gerats schliefit sich die
CyView™ Software automatisch.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4

Shutdown Procedure Shutdown Procedure

Shut down - Step 2 of 4 Shut down - Step 3 of 4
Shut down - Step 1 of 4 *C mple tub ith * Connect a sample tube filled with Shut down - Step 4 of 4

C le tube filed with 2 mi Cleaning Solution. 2 mL Decontamination Solution. HE pie tube filed with
. 2 m Sheath Fluid.

2 mlL Hypochlorite Solution.

Continue Cancel Continue
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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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9 Haufige Fehler und Trouble Shooting

9.1 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 Rdhrchen 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. Befullen 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 .

9.2 Beim Performance Check oder bei Messung werden keine Partikel

gemessen
Falls keine Partikel detektiert werden, brechen Sie die Messung Uber den Button Stopp D ab. Starten Sie
einen Reinigungszyklus Uber den Clean Button (siehe Abschnitt 9.1) oder fiihren Sie erneute das Prime-
Programms durch (siehe Abschnitt 3). Wiederholen Sie anschliefend die Messung.

9.3 Bei einzelnen Wells werden keine Partikel gemessen

Wenn Sie nach einer Messung feststellen, dass in einzelnen Wells keine Partikel detektiert wurden, kann dies
darauf hindeuten, dass eine Luftblase im Sysmex die Messung beeintrachtigt hat. Flihren Sie in diesem Fall eine
erneute Messung mit derselben Tray-ID durch und wahlen Sie gezielt die Wells aus, die Sie erneut messen
md&chten.

Die neu erhobenen Messdaten werden bei |8 rcs-osteifur doppeie Weilids suswahien
Verwendung der gleichen Tray-ID im selben Ordner
wie die vor-herigen Daten gespeichert. Beim Import
der .fcs-Dateien in SAFIA Score werden Sie

Mehrere ausgewahite FCS-Dateien verweisen auf dieselbe Well-ID.

Bitte wahlen Sie vor dem Import aus, welche Datei pro doppelter Well-ID verwendet werden soll.

anschlieBend aufgefordert auszuwahlen, welche der | - 2026.04.21.12.30.27_306.2026042) €7 wdh-E7.fes (C:
2026_04_21_11_29_41__277_20260421_2-E7 fcs (C:\
2026_04_21_12_30_27__306_20260421_E7_wdh-E7.fcs (C:

beiden vorhandenen Messdatensatze verwendet

werden soll. Wahlen Sie dabei die Datei mit dem
spateren Zeitstempel aus.

9.4 Partikelpopulationen liegen nicht in Gates

Die Partikelpopulationen erscheinen ,langgestreckt” und nicht im Gate (Daten sehen ,merkwiirdig” aus): Das
kann der Fall sein, wenn eine Luftblase in der Messkivette festhangt oder es ein Problem mit Gerat gibt. In
solchen Fallen sollte zunachst ein Cleaning-Zyklus durchgefihrt und anschlieBend das Prime-Programm
erneut gestartet werden. Bleibt das Problem bestehen, ist der Sysmex-Kundenservice zu kontaktieren.
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9.5 FCS-Priifung ,Einige FCS-Dateien sollten gepriift werden”

Erscheint nach dem Laden lhrer Messergebnisse | B Fcs-Prifung s

in SAFIA Score diese Meldung, sind eine oder
mehrere Dateien technisch glltig, weisen jedoch

fachliche Auffalligkeiten auf und sollten daher | [EREHLEARCERPCEtES NI Rl ‘

gepruft werden. Die betroffenen Daten werden
grundsétzlich in die Auswertung einbezogen.

Auswertung ohne weitere Prufung fortzufuhren.
Klicken Sie auf ,Im FCS Viewer prifen”, um die

betroffenen Dateien zu prifen.

. . . 2 Dateien sollten geprift werden. Alle bleiben in der
Klicken Sie auf ,,Berechnung fortsetzen”, um die Berechnung enthalten.

Berechnung fortsetzen Im FCS Viewer priifen

Typische Ursachen fiir diese Meldung sind:

Ursache

Empfohlene Priifung / L6sung

Verschobene Populationen

Gates prufen und gegebenenfalls nachgaten oder auf
Durchschnittsgates zurticksetzen.

Geschatzte (nicht robuste) Gates

Prifen, ob die verwendeten Durchschnittsgates fur die Messung
geeignet sind. Gegebenenfalls Gates anpassen.

Niedrige Eventzahlen

Sehr niedrige Eventzahlen erhéhen die Unsicherheit der
Auswertung deutlich. Automatisch ausgeschlossen wird eine
Messung jedoch erst, wenn erforderliche Gates fehlen oder
mindestens ein erforderliches Partikel-Gate keine Events enthalt.
Ursachen kénnen eine unzureichende Durchmischung der
Partikel-Stocklésung oder Partikel-Arbeitsldsung sowie Probleme
am Durchflusszytometer sein.

Ungewdhnliche Verteilungen innerhalb
der erwarteten Strukturen

Prifen, ob die Gates korrekt gesetzt sind. Gegebenenfalls
nachgaten und die Verteilungen erneut bewerten.

Wenn Sie auf ,,FCS Viewer priifen” klicken, 6ffnet sich der Reiter ,,FCS Viewer”. In der Tabelle werden die
Messungen gefiltert angezeigt, die mit dem Status ,,Verwendet - Priifen” eingestuft wurden. Diese Messungen

sind gelb markiert.

Status

HO7 e 10 S Verwendet - Priifen

Dateien FCS-Dateien manuell hinzufiigen

Alle (1) Verwendet (1) Verwendet - Priifen (1) Ausgeschlossen (0)

1von 7 Parl
geschatzt

S5C
FL3

@- Gate 7, 40)

@ (8 Gates, 308
@ Gate 5, 586/

AT
@ (acate 4459

@ (8 Gate 3, 526
é \\l Gate 2, 341

’ (0 Gate 1,397

FSC FsC

Abbildung 17 Ubersichtsansicht ,FCS Viewer priifen”
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Wenn Sie auf eine markierte Messung klicken, 6ffnet sich ein Detailfenster. Unter ,QC-Details” wird der Grund
fur die Einstufung als ,Verwendet - Prifen” angezeigt. Prifen Sie die Daten und fuhren Sie bei Bedarf ein
manuelles Nachgaten durch. Wenn die Daten nach der Prifung als geeignet bewertet werden, klicken Sie auf
~Anwenden und neu berechnen®. Soll die Messung nicht in die Auswertung einbezogen werden, klicken Sie
auf ,,Messung nicht verwenden”.

Well-ID: HO7  Proben-ID: Probe HO7
QC-Details
Status: Verwendet - Priifen
- 1von 7 Partikel-Gates wurden aus durchschrittlichen Gate-Positionen geschitzt.
- Diese Partikel-Gates wurden nicht robust gemessen Bitte vor der Berechnung manuell prfen.
1. Pre-Gate 2. Partikel-Gates
Léschen Léschen
Gate 7, 40
o . e
% z o (1 08
o (1 Gte 5. 585
el (T 4,454
e (I T
(0 Gate 2,341
(0 Gate 1, 391
FsC \§ Gate Fsc
P Gaer L 9 Gate 6+ FL ® Gates L 9 Gotea - FL1 BGate3-FL 9 Gae2-fL 9 Gate 1+ L
Messung nicht verwenden Abbrechen Anwenden und neu berechnen

Abbildung 18 Detailansicht einer ,Verwendet-priifen”-Datei

9.6 FCS-Dateien ausgeschlossen ,,Einige FCS-Dateien wurden von der

Berechnung ausgeschlossen
Erscheint nach dem Laden |hrer Messergebnisse
in SAFIA Score diese Meldung, weisen eine oder
mehrere Dateien blockierende technische oder
gate-bezogene QC-Probleme auf. Die betrof-
fenen Daten werden standardmafig nicht in die
Berechnung einbezogen.

Typische Ursachen fiir diese Meldung sind:

. FCS-Dateien ausgeschlossen X

Finige FC5-Dateien wurden von der Berechnung ausgeschlossen ‘

2 Dateien haben blockierende QC-Probleme. 2 Dateien wurden von der Berechnung
ausgeschlossen. Die Berechnung wird mit den verwendeten Dateien fortgesetzt.

OK

Ursache

Empfohlene Priifung / Lésung

Fehlende oder defekte Dateien

Prufen, ob das in SAFIA Score hinterlegte Plattenlayout mit dem
tatsachlich gemessenen Plattenlayout Ubereinstimmt. Fehlende
oder beschadigte FCS-Dateien
exportieren und importieren.

gegebenenfalls  erneut

Unvollstéandige Gate-Strukturen

Im FCS Viewer prifen, ob Pre-Gate und alle erwarteten Partikel-
Gates vorhanden sind. Bei LAuf
Durchschnitt setzen” nachgaten.

falsch erkannten Gates
verwenden oder manuell
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Danach ,Anwenden und neu berechnen” klicken. Wenn die
erwarteten Partikelpopulationen tatsachlich nicht vorhanden
sind, bleibt die Messung ausgeschlossen.

Leere oder ungultige Messdaten

Prifen, ob in den erforderlichen Partikel-Gates Events enthalten
sind. Enthalt ein erforderliches Partikel-Gate keine Events, ist fir
diese Messung keine belastbare Quantifizierung maoglich.
Ursachen kénnen fehlende Partikel, unzureichende
Durchmischung, Messprobleme am Durchflusszytometer oder
starkes Hintergrundsignal sein. Falls das Gate nur falsch gesetzt
wurde, Gate korrigieren und neu berechnen. Die Ursachen und
Lésungsschritte sind in den Abschnitten 9.2 und 9.3 beschrieben.
Die betroffenen Dateien auf Vollstandigkeit und Gultigkeit prufen.

Importfehler

Sicherstellen, dass beim Datenimport , Direkter FCS-Dateiimport”
ausgewahlt wurde.

Im Reiter ,,FCS-Viewer* kdnnen Sie die ausgeschlossenen Dateien einsehen. Uber den Filter ,Ausgeschlossen”
in der Tabelle werden alle ausgeschlossenen Messungen gefiltert dargestellt. In der Spalte ,,Grund” finden Sie
den jeweiligen QC-Hinweis zur Ursache der AusschlieBung. Klicken Sie darauf fur die Detailansicht in einem

extra Fenster.

Dateien FCS-Dateien manuell hinzufiigen

Alle (1) Verwendet (0) Verwendet - Priifen (0) Ausgeschlossen (1)

Status

A07 . Ausgeschlossen - aut...

s5C
FL3

@{0cate7. 25

O-1caesd

() (aGawes. 1

Mindestens (Q-aGaead

O \'l Gate 54

0o

O-1sae .3

FSC FSC

Abbildung 19 Ubersichtsansicht ,FCS-Dateien ausgeschlossen”

9.6.1 Beispiel 1

Es wurden nur sehr wenige SAFIA-Partikel gemessen, sodass in einigen Gates keine Partikel detektiert werden
konnten. Eine valide Quantifizierung ist unter diesen Bedingungen nicht maéglich. Die Messung bleibt daher

ausgeschlossen.
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Well-ID: AQ7  Proben-ID: Probe AO7

QC-Details
Status: Ausgeschlossen - automatisch

- Mindestens ein erforderliches Partikel-Gate enthalt keine Ereignisse.

1. Pre-Gate 2. Partikel-Gates
Léschen Léschen
Gate 7, 25
g -
2 @
e ) 15
—
= (B Gate 2,9
{8Gae 1,7
FSC {0 Gate Fsc

# Gate7-F1 § Gate 6+ FL1 # Gates-FL1 § Gate 4 - FL1 § Gate3-FL1 0§ Gate2-FLY1 § Gate 1-FL1

Messung verwenden Abbrechen Anwenden und neu berechnen

Abbildung 20 Detailansicht Beispiel 1

9.6.2 Beispiel 2

Aufgrund von starken Hintergrund-Ereignissen wurde dort ein lokales Maximum erkannt und falschlicherweise
nicht die Partikel. Klicken Sie hier auf ,Auf Durschnitt setzten”, beim Pre-Gate und Partikel-Gate. Basierend
auf den Durchschnitttlichen Gatepositionen ihrer anderen Messungen wir das Gate nun verschoben (siehe
Abbildung 23). Durch Scrollen mit dem Mausrad im Plot kdnnen Sie weiter rein oder raus zoomen.

[m] x
Well-ID: BO7  Proben-ID: Lfd.Nr.3 RM-34 (8)
QG-Details
Status: Ausgeschlossen - automatisch
~ Mindestens ein erforderliches Partikel-Gate enthalt keine Ereignisse.
- 6 von 7 Partiks|-Gates wurden sus durchschnittiichen Gat-Positionen geschatzt.
- Diese Partike|-Gates wurden nicht robust gemessen. Bitte vor der Berechnung manuell prafen.
- Einige geschatzte Partikel-Gates enthalten sehr wenige oder gor keine Partikel.
- Die Pre-Gate-Position weicht deutlich vom Rest des Batches ab
- Die Partikel-Gste-Positionen weichen deutiich vom Rest des Batches ab.
1. Pre-Gate 2. Partikel-Gates
Laschen Auf Durchschnitt setzen Loschen Auf Durchschnitt setzen
2 ] <—"—={4DON.§
3 [
{8 Fum,
§ Control
:: (0zen. 6
(80789
122
b T Fsc
@ DON . FLT @ FUM - FLT @ Control « FL1 @ ZEN - FL1 § OTA-FLI g2-F10 @ ARL-FLI
.
Messung verwendan Abbrechen

Abbildung 21 Detailansicht Beispiel 2

Handbuch zur SAFIA Mykotoxin Messung - SAFIA Technologies Version 3 - 44/49




Nun sehen dass das durschnittliche Gate genau die SAFIA-Partikel umfasst. Klicken Sie nun auch bei den

Partikel-Gates auf ,,Auf Durchschnitt setzten”.

1. Pre-Gate 2. Partikel-Gates

Léschen Auf Durchschnitt setzen Léschen Auf Durchschnitt setzen

o o
a T G##®%-(§ DON, 341
(g M, 271

W Control, 373
ol ZEN, 356

r}! G (8 01A 419

:@'nz,su
i

M @ AFL, 183
e Lo
a FsC ST FsC

Abbildung 22 Detailansicht Beispiel 2, nachdem , Auf Durschnitt setzen” angewendet wurde

Wenn Sie nun auf ,Anwenden und neu Berechnen” klicken werden diese Daten eingeschlossen, Sie tauchen
nun auch nicht mehr unter Ausgeschlossen auf und sind nicht mehr rot markiert.

9.7 Automatisch gesetzte Gates umfassen nicht alle Ereignisse der

Population
Beim automatischen Gating (Auto-Gating) sucht die Software nach lokalen Maxima. An dieser Stelle ist MFl von
vielen Ereignissen gleich, es spielt keine Rolle, dass nicht alle Ereignisse inkludiert sind.

9.8 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. Flihren Sie zur Abhilfe einen Aufreinigungsschritt mit PA- oder PVPP-Adsorber durch, um
die stérenden Substanzen zu entfernen, siehe Abschnitt 6. Beachten Sie auBerdem die Hinweise fir besondere
Matrices.

9.9 Die Kalibrierkurve erfiillt nicht die Richtwerte

9.9.1 Relativer dynamischer Bereich, IC50, p-Werte

Ist die Kalibrierkurve zu flach, so ergibt der relative dynamische Bereich und/oder weitere Parameter der
Kalibrierkurve wie die IC50 Werte und der Steigungsparameter der Kurve am Testmittelpunkt (p) nicht den
Richtwerten (siehe Abschnitt 7.5). Die Proben k&nnen nicht korrekt quantifiziert werden. Priifen Sie das
Mindesthaltbarkeitsdatum des Kit und achten Sie immer auf die korrekte Lagerung des Kits (siehe Abschnitt 2.1).
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 erflllen.
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9.9.2 R Square <0.990

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

9.10 Keine Auswertung in SAFIA Score

Haufige Ursache ist, dass das Plattenlayout in SAFIA Score stimmt nicht mit dem tatsachlichen Layout Ihrer
Messplatte Uberein > Passen Sie das Layout in SAFIA Score an ihr tatsachliches Layout an und laden Sie lhre
Messdaten erneut hoch.

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

9.11 Spracheinstellung in SAFIA Check
Unter About kdnnen Sie die Spache in SAFIA Check andern
BR ~bout SAFIA Check X

Informationen zu SAFIA Check

Sprache: Deutsch -

Aktuelle Sprache: Deutsch
Gespeicherte Sprache fir den n3chsten Start: Deutsch

Wihlen Sie die Sprache fur die App und die Dokumente aus.

SAFIA Check - Informationen

Copyright (c) 2026 SAFIA Technologies GmbH
Berlin-Adlershof, Deutschland
support@safia.tech

Version: 1.2.1

Abbrechen

9.12 Internetverbindung

Das Gerat verflgt Uiber keine WLAN-Funktion, kann jedoch vollsténdig ohne Internetverbindung betrieben
werden. Fur einzelne Funktionen, wie den Aufruf des aktuellen Handbuchs, sowie fur Supportanfragen kann
eine Internetverbindung dennoch sinnvoll sein. Fur den Internetzugang kann das Gerat tUber ein LAN-Kabel,
einen USB-WLAN-Adapter oder ein per USB-Kabel angeschlossenes Mobiltelefon mit aktivierter USB-
Tethering-Funktion verbunden werden.
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10 Glossar

Begriff Erlduterung

Ein Datenformat aus der Durchflusszytometrie. FCS steht fir Flow
.fcs-Datei Cytometry Standard (File). Eine .fcs-Datei ist eine von der Cyflow®

Software erzeugte Messrohdatendatei .

SAFIA  Data File. Dies st die Speicherdatei fur 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 fur 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.

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.

Ein einzelner Messvorgang, der ausgelost wird, wenn ein Objekt den
Messbereich des Gerats durchlauft und detektiert wird. Fur jedes

Ereignis Ereignis werden die Signale fir Vorwartsstreulicht (FSC),
Seitwartsstreulicht (SSC) und die Fluoreszenzintensitaten erfasst und
gespeichert.

FL-1 Fluoreszenzdetektor 1 Detektionskanal fur Fluoreszenz der sekundaren
Antikérper im SAFIA

FL-3 Fluoreszenzdetektor = 3  Detektionskanal  fur  Fluoreszenz  der
Partikelcodierung im SAFIA
Forward Scatter. Detektor zur Messung des gestreuten Lichts im

FSC kleinen Winkel. FSC und SSC werden verwendet, um SAFIA Partikel
von Ubrigen Partikeln in der Probe zu unterscheiden.

Sortierfenster in der Durchflusszytometrie. Wird verwendet, um

Gate relevante Daten von nicht-relevanten Daten zu trennen, bspw.

SAFIA-Partikel von sonstigen Partikeln. Nur Partikel, die sich in
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einem Gate befinden, werden in nachfolgenden Berechnungen
eingeschlossen.

Der IC20-Wert gibt die Konzentration eines Analyten an, die im
SAFIA fir eine 20 %ige Verringerung des maximalen Signals (A1)

IC20-Wert sorgt. Sie kann als Orientierungswert fur die Bestimmungsgrenze
verwendet werden. Im SAFIA dient der IC20-Wert der Control-
Messung als Kriterium einer falsch-positiven Probe.
Median Fluoreszenzintensitat in willktrlichen Einheiten.
MFI [a. u.l Fluoreszenzintensitat 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?)

Bestimmtheitsmaf

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 Kalibrierkurve Ein Relative Dynamic
Range von 0,80 entsprecht einem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von
5.

Replicates Wiederholungsmessung
Proben ID Eineindeutige Probenbezeichnung
. Flussigkeit, 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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11 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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