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El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit solo est4 disponible en algunos paises.

1. Descripcion

El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit® se utiliza junto con los Maxwell® Instruments especificados en la tabla 1 para
proporcionar un método sencillo de purificacion eficaz y automatizada de ADN gendmico (ADNg) a partir de
muestras de tejido FFPE (fijado mediante formalina e incrustado en parafina). Los Maxwell® CSC Instruments
se han disenado para usarse con los cartuchos de reactivos predispensados y los reactivos adicionales
suministrados en el kit con métodos de purificacién preprogramados, para una méaxima sencillez y comodidad.
Los Maxwell® CSC Instruments pueden procesar desde una hasta el niimero maximo de muestras permitidas en
alrededor de 45 minutos, y el ADN purificado puede usarse directamente en andlisis posteriores basados en la
amplificacion, como por ejemplo, la PCR.

Tabla 1. Instrumentos compatibles.

Instrumento Cat.# Manual técnico
Maxwell® CSC AS6000 TM457
Maxwell® CSC 48 AS8000 TM623

Principio del método: El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit purifica el 4cido nucleico mediante particulas
paramagnéticas, que proporcionan una fase s6lida mévil para optimizar la recogida de muestras, el lavado y la
purificacién del ADNg. Los Maxwell® CSC Instruments manejan las particulas usando métodos magnéticos.

Este sistema permite que el ADNg se adhiera eficazmente a las particulas paramagnéticas del primer pocillo de

un cartucho precargado y mueve la muestra por los pocillos del cartucho. Este enfoque de captura magnética evita
problemas comunes, como la obturacién de las puntas o la transferencia parcial de reactivos, que dan lugar a un
proceso de purificacién poco adecuado en otros sistemas automatizados de uso frecuente.

Consideraciones de las muestras: La purificacion del ADN de muestras de tejido FFPE puede resultar
compleja debido a las caracteristicas del tejido, como la fibrosidad, la composicién lipidica, los niveles de
nucleasas y el nimero de células disponibles en la seccion de tejido. Ademas, la variabilidad en la forma de
manipular el tejido antes y durante la fijacion, incluida la duracién durante la cual se expone el tejido durante

el proceso de fijacion, influye enormemente en el grado de entrecruzado y fragmentacion de acidos nucleicos en
el tejido FFPE. Todos estos atributos pueden influir en la calidad y la cantidad de acidos nucleicos amplificables
que se pueden purificar a partir de las secciones de tejido FFPE. Durante el desarrollo, se evalué el Maxwell® CSC
DNA FFPE Kit con una variedad de tipos y formatos de tejido FFPE humano (por ejemplo, como secciones de
tejido FFPE en portaobjetos frente a secciones gruesas en tubos) para garantizar la purificaciéon ptima del ADN
amplificable disponible.
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2. Componentes del producto, condiciones de almacenamiento y leyenda de simbolos
PRODUCTO TAMARNO CAT.#
Maxwell® CSC DNA FFPE Kit 48 preps AS1350

Para uso en diagnostico in vitro. Solo para uso profesional. Valido para 48 aislamientos automatizados
a partir de muestras FFPE. Los Maxwell® FFPE Cartridges son de un solo uso.

IVD +30°C W
48

+15°C
Incluye:
. 25ml Aceite mineral
. 20ml Tamp6n litico

« 2x1ml Endopeptidasa K (PK)
. 100 ul Colorante azul

. 1ml RNasaA

. 48 Cartuchos Maxwell® FFPE
. 50 Embolos CSC/RSC

. 50 Tubos de elucion (0,5 ml)

. 25ml Nuclease-Free Water

Condiciones de almacenamiento: Almacene el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit a una temperatura de entre
+15°Cy +30 °C.

Informacion de seguridad: Los cartuchos contienen etanol e isopropanol. Estas sustancias deben
considerarse inflamables, daiiinas e irritantes.

Los componentes del Maxwell® CSC DNA FFPE Kit estén disefiados para su uso con sustancias potencial-
mente infecciosas. Lleve un equipo de proteccion individual adecuado (por ejemplo, guantes y gafas de

seguridad) cuando manipule sustancias potencialmente infecciosas. Siga las directrices institucionales de

manipulacién y eliminacién de todas las sustancias potencialmente infecciosas utilizadas en el sistema.

A Precaucion: Maneje los cartuchos con cuidado, los bordes del sistema de sellado podrian estar afilados.

Informacién adicional: Los componentes del Maxwell® CSC DNA FFPE Kit son aptos para el uso conjunto

y se han sometido a las pruebas de control de calidad pertinentes. No se recomienda mezclar componentes de kits
distintos. Utilice inicamente los componentes proporcionados en el kit. No utilice los cartuchos si el sellado no
esté intacto al recibirlo.
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2. Componentes del producto, condiciones de almacenamiento y leyenda de simbolos
(continuacién)

Leyenda de simbolos

Simbolo Explicacién Simbolo Explicacién
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3. Finalidad del producto/uso previsto

El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit est4 disefiado para usarse, junto con los Maxwell® CSC Instruments y el método
de purificacion del Maxwell® CSC DNA FFPE, como un producto sanitario para diagnéstico in vitro (IVD) para
realizar un aislamiento automatizado del ADN a partir de muestras de tejido FFPE (fijado mediante formalina

e incrustado en parafina). E1 ADN purificado es adecuado para el uso en anélisis de diagnéstico in vitro basados
en la amplificacion.

El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit est4 disefiado para emplearse a una temperatura de entre 15 °Cy 30 °C. El uso
fuera de este rango de temperatura puede provocar resultados no éptimos.

Con el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit pueden usarse muestras FFPE preparadas mediante formalina tamponada
neutra al 10 %.

El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit est disefiado solo para uso profesional. Los resultados diagnésticos
obtenidos mediante la purificacién del ADN con este sistema deberan interpretarse junto con otros datos
clinicos o de laboratorio.

4. Limitaciones de uso del producto

El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit se ha disefiado para usarse solo con muestras de tejido FFPE. No esté disefiado
para usarse con muestras de tejido no FFPE, por ejemplo, muestras de tejido frescas o congeladas. El Maxwell®
CSC DNA FFPE Kit no esté disefiado para su uso con otros tipos de muestras, incluidas las muestras no humanas,
ni para la purificacién de ARN.

El Maxwell® CSC DNA FFPE Kit no se ha disefiado para usarse con muestras de tejido preparadas con fijadores
distintos a la formalina tamponada neutra al 10 %.

Se ha evaluado el rendimiento del Maxwell® CSC ADN FFPE Kit mediante el aislamiento del ADN de muestras de
tejido FFPE de tamafios comprendidos entre 0,02 mm—2,0 mm?®.

El usuario es responsable de establecer las caracteristicas de rendimiento necesarias para las aplicaciones
diagndsticas posteriores. Deben incluirse los controles apropiados en cualquier aplicacién diagnéstica posterior
que utilice ADN purificado mediante el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit.
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5. Antes de empezar

Materiales que ha de aportar el usuario
. Microcentrifuga.

. Pipeteadores y puntas de pipeta para preprocesar y transferir muestras a cartuchos de
reactivos precargados.

. Tubos de 1,5 ml—2,0 ml para incubar las muestras (por ejemplo, microtubos, 1,5 ml [Cat.# V1231]).

. Bloques calefactados ajustados a 56 °C 'y 80 °C. (Nota: Hacen falta bloques calefactados a 56 °Cy 70 °C
si se realiza la incubacién nocturna opcional).

. Muestras FFPE con un volumen de tejido total de hasta 2,0 mm® (Nota: Las muestras deben almacenarse
a temperatura ambiente [15—30 °C]).

A . Cuchillas (Nota: Tenga cuidado al utilizar las cuchillas para raspar la muestra del portaobjetos).
5.A. Preparacion de las muestras FFPE

Preprocesamiento de las muestras de seccion

1.  Coloque la seccion en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Si utiliza secciones de tejido montadas en un
portaobjetos, raspe la seccion del portaobjetos con una cuchilla limpia.

2. Anada 300 pl de aceite mineral a los tubos de muestras. Mezcle en vértex durante 10 segundos.

3. Caliente las muestras a 80 °C durante 2 minutos. Deje las muestras a temperatura ambiente mientras
prepara la Master Mix.

4.  Prepare una Master Mix de tampén litico, endopeptidasa K y colorante azul como se muestra
a continuacion.

Reacciones
Reactivo Cantidad/reaccion (namero de ejecuciones + 1) Total
Tamp6n litico 224 ul n+1 224 x (n+ 1) pl
Endopeptidasa K 25l n+1 25x(m+ 1)l
Colorante azul 1ul n+1 Ixm+1)u

5. Anada 250 ul de Master Mix a cada tubo de muestras y mezcle en vortex durante 5 segundos.

6.  Centrifugue los tubos a 10 000 x g durante 20 segundos para separar las capas. Si hay un sedimento en la
capa acuosa (capa inferior, de color azul), mezcle suavemente la fase acuosa con una pipeta.

7.  Transfiera los tubos de muestras al bloque calefactado a 56 °C e incibelos durante 30 minutos.
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8.  Elija uno de los siguientes periodos y temperaturas:

a. Método estandar: Transfiera los tubos de muestras al bloque calefactado a 80 °C e inctibelos durante
4 horas.

b. Método opcional: Incube la muestra por la noche a 70 °C durante 14—18 horas.

Nota: En el caso de volimenes menores de entrada de muestras (menos de 0,1 mm?), es posible que

la incubacién nocturna opcional a 70 °C no sea éptima. Use el método estdndar de 4 horas a 80 °C si la

incubacién nocturna no consigue purificar la suficiente concentracién de ADN para muestras con menor

volumen de entrada.

9.  Lleve los tubos de muestras a la mesa y deje enfriar la muestra a temperatura ambiente durante 5 minutos.
10. Anada 10 ul de ARNasa A a la fase acuosa azul de cada tubo de muestras. Mezcle mediante pipeteado.

11. Incube los tubos de muestras a temperatura ambiente (15—30 °C) durante 5 minutos. Durante esta
incubacion, prepare los cartuchos como se describe en la seccién 5.B.

12.  Centrifaguelos a velocidad maxima en una microcentrifuga durante 5 minutos.

13. Transfiera inmediatamente la fase acuosa azul que contiene el ADN al pocillo n.° 1 del cartucho
Maxwell® CSC DNA FFPE.

5.B. Preparacion del Maxwell® CSC DNA FFPE Cartridge

1.  Cambie de guantes antes de manipular Maxwell® FFPE Cartridges, los émbolos CSC/RSC o los tubos de
elucion. Los cartuchos se colocan en las bandejas de plataforma fuera del instrumento y las bandejas de
plataforma que contienen los cartuchos y las muestras se transfieren al instrumento para la purificacion.
Coloque cada cartucho en la bandeja de plataforma con el pocillo n.° 1 (el pocillo de mayor tamaiio del
cartucho) lo més lejos posible de los tubos de elucién (figura 2). Presione hacia abajo el cartucho para
encajarlo en su sitio. Asegtirese de que los dos extremos del cartucho estén totalmente asentados en la
bandeja de plataforma. Tire cuidadosamente del sistema de sellado para retirarlo por completo de la
parte superior del cartucho. Asegtirese de haber eliminado toda la cinta de sellado y el adhesivo residual
del cartucho.

A Precaucion: Maneje los cartuchos con cuidado. Los bordes del sistema de sellado podrian estar afilados.
2. Coloque un émbolo en el pocillo n.° 8 de cada cartucho.
3. Coloque un tubo de elucién vacio en la posicion de tubo de elucién de cada cartucho en las bandejas
de plataforma.

Nota: Utilice inicamente los tubos de elucion suministrados en el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit. Otros
tubos de elucién pueden no ser compatibles con los Maxwell® CSC Instruments y afectar al rendimiento de
purificacién del ADN.
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5.B. Preparacion del Maxwell® CSC DNA FFPE Cartridge (continuacién)

4. Anada 50 pl de Nuclease-Free Water en el fondo de cada tubo de elucion.

Nota: Utilice unicamente el Nuclease-Free Water suministrada en el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit.
El empleo de otros tampones de elucion puede afectar a la purificaciéon del ADN.

Notas sobre la preparaciéon del Maxwell® CSC DNA FFPE Cartridge

c Los derramamientos de muestras o reactivos en cualquier parte de la bandeja de plataforma deberan
limpiarse con una solucion de agua y detergente y, posteriormente, con un spray o pafio bactericida seguidos
por agua. No utilice lejia en ninguna parte del instrumento.

Contenido de los pocillos afiadido por el usuario:
1 1. Muestra preprocesada
9 8. Embolo CSC/RSC

11339TA

Figura 1. Maxwell® CSC Cartridge. Se afiade lo siguiente a los pocillos: 1a muestra FFPE preprocesada,
al pocillo n.° 1, y un émbolo, al pocillo n.° 8.

Figura 2. Preparacion y configuracion de la bandeja de plataforma. Se afiade Nuclease-Free Water a los
tubos de elucion de la manera indicada.
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6. Ejecucién del instrumento

El Maxwell® CSC DNA FFPE Method para el Maxwell® CSC Instrument puede descargarse del sitio web de
Promega: www.promega.com/resources/software-firmware/maxwell-maxprep/maxwell-cscsoftware-
firmware-methods/. El Maxwell® CSC DNA FFPE Method para el Maxwell® CSC 48 Instrument puede
descargarse del sitio web de Promega:
www.promega.com/resources/software-firmware/maxwell-maxprep/maxwell-csc-48-methods/

1.  Encienda el Maxwell® Instrument y el Tablet PC. Inicie sesion en el Tablet PC e inicie el software
de Maxwell® en modo IVD tocando dos veces el icono del escritorio. El instrumento realizara las
autocomprobaciones y colocara todas las piezas en la posicion de inicio.

2. Seleccione Iniciar en la pantalla “Inicio”.

3. Escanee o introduzca el codigo de barras que figura en la esquina superior derecha de la etiqueta del
Maxwell® CSC ADN FFPE Kit y pulse Aceptar para seleccionar automaticamente el método para
ejecutar (figura 3).
Nota: El codigo de barras del método del Maxwell® CSC DNA FFPE Kit se requiere para la purificacién
de ADN en los Maxwell® CSC Instruments. La etiqueta del kit contiene dos cédigos de barras. El codigo de
barras del método se indica en la figura 3. Si no puede escanearse el c6digo de barras, pongase en contacto
con Promega Technical Services.

L]

Figura 3. Etiqueta del kit que indica el cédigo de barras que debe escanearse. Escanee el codigo
de barras mostrado en el recuadro rojo, en la parte superior derecha de la etiqueta del kit para ejecutar
una purificacién.

4.  Enla pantalla “Configuracion de cartucho”, toque las posiciones de cartuchos para seleccionar/
deseleccionar cualquier posicién que se utilizara para esta extraccion. Introduzca cualquier informacion de
seguimiento de muestras necesaria y pulse el boton Continuar para seguir.

Nota: Al usar el Maxwell® CSC 48 Instrument, presione el botén Parte frontal o Parte trasera para
seleccionar las posiciones de los cartuchos en cada bandeja de plataforma o anular su seleccion.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 EE. UU. - Teléfono gratuito en EE. UU. 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516
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6. Ejecucion del instrumento (continuacion)

Una vez abierta la puerta, confirme que se hayan realizado todos los elementos de la lista de comprobacion
de extraccion. Verifique que las muestras preprocesadas se hayan anadido al pocillo n.° 1 de los cartuchos,
que los cartuchos estén cargados en el instrumento, que los tubos de elucion sin tapar estén presentes con
tampon de elucién y que los émbolos estén en el pocillo n.° 8. Transfiera las bandejas de plataforma que
contengan los cartuchos preparados a la plataforma del Maxwell® Instrument.

Introduccién de la bandeja de plataforma Maxwell®: Sostenga la bandeja de plataforma por los
laterales para evitar que los cartuchos se salgan de esta. Asegtirese de que la bandeja de plataforma esté
colocada en el Maxwell® Instrument con los tubos de elucién préximos a la puerta. Dirija la parte posterior
de la bandeja de plataforma hacia abajo y coléquela en el instrumento de modo que esta toque la parte
posterior de la plataforma del instrumento. Presione hacia abajo en la parte delantera de la bandeja de
plataforma para asentar firmemente la bandeja de plataforma en la plataforma del instrumento. Si tiene
dificultades para encajar la bandeja en la plataforma, compruebe que esta se encuentre en la orientacién
correcta. Asegtirese de que la bandeja de plataforma esté nivelada en la plataforma del instrumento

y completamente asentada.

Nota: Compruebe el identificador de las bandejas de plataforma Maxwell® de 24 posiciones para
determinar si deben colocarse en la parte frontal o trasera del instrumento.

6.  Confirme que se ha realizado todo el preprocesamiento indicado y toque Iniciar para cerrar la puerta del
instrumento e iniciar el procesamiento.

Nota: Al usar un Maxwell® Instrument de 48 posiciones, si se ha activado el sistema de vision, las
bandejas de plataforma se escanearan mientras se retrae la puerta. Cualquier error en la configuracién de
las bandejas de plataforma (por ejemplo, los émbolos no estan en el pocillo n.° 8 o los tubos de elucién no
estan presentes y abiertos) provocara que el software vuelva a la pantalla “Configuracién de cartucho” y las
posiciones con problemas se marcaran con un signo de exclamacion en un circulo rojo. Toque el signo de
exclamacion para ver una descripcion del error y resolver todos los estados de error. Vuelva a tocar el boton
Iniciar para repetir el escaneo de las bandejas de plataforma y comenzar la ejecucion de la extraccion.

Advertencia: Peligro de aprisionamiento.

7. El Maxwell® Instrument iniciard de forma inmediata la purificacion. La pantalla mostrara los pasos

realizados y el tiempo aproximado restante.

Notas:

a. Altocar el boton Cancelar, se abandonara la ejecucion. Se perderan todas las muestras de una
ejecucion cancelada.

b. Si se cancela la ejecucion antes de que finalice, puede que se le pida que compruebe si sigue habiendo
émbolos cargados en la barra de émbolo. Si hay émbolos presentes en la barra de émbolo, debe ejecutar
Limpiar cuando se le pida. Si no hay émbolos presentes en la barra de émbolo, puede elegir omitir
Limpiar cuando se le pida. Se perderan las muestras.

8.  Cuando haya terminado la ejecucion, la interfaz de usuario mostrara un mensaje de que el método
ha finalizado.
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Fin de la ejecucion

9.  Para abrir la puerta, siga las instrucciones en pantalla que aparecen al final del método. Verifique que
los émbolos se encuentren en el pocillo n.° 8 del cartucho al final de la ejecucion. Si no se han retirado
los émbolos de la barra de émbolo, siga las instrucciones del Manual de uso de su Maxwell® Instrument
(consulte la tabla 1) para ejecutar el proceso Limpiar para intentar descargar los émbolos.

10. Tape y retire los tubos de elucion que contienen ADN inmediatamente después de la ejecucion para
evitar que los eluidos se evaporen. Retire las bandejas de plataforma Maxwell® del instrumento.

Nota: Para extraer la bandeja de plataforma del instrumento, sujétela por los laterales. Asegtirese de que las
muestras se retiren del instrumento antes de ejecutar un protocolo de desinfeccion por UV para evitar dafios
al 4cido nucleico purificado. Las muestras de ADN pueden almacenarse durante un maximo de una semana
a4 °Cy durante un méaximo de un mes a —20 °C.

siguiendo los procedimientos institucionales. Los cartuchos, los émbolos y los tubos de elucion son de un

@1 1. Retire los cartuchos y los émbolos de las bandejas de plataforma y deséchelos como residuos peligrosos
@ solo uso. No reutilice Maxwell® FFPE Cartridges, los émbolos CSC/RSC ni los tubos de elucion.

7. Después de la purificacion

Compruebe que el rendimiento de la muestra de ADN purificado cumple los requisitos para el anélisis de
diagnoéstico posterior adecuado antes de usarla en este analisis. Se ha evaluado el rendimiento del kit en funcién
de la purificacién del ADN amplificable. Otros medios de cuantificacidn, incluidas la absorbancia y la fijacién

de colorante fluorescente, pueden no ser compatibles con la amplificacién (1). Las lecturas de absorbancia de
las muestras FFPE purificadas pueden sobrestimar el rendimiento; se recomienda utilizar otros métodos

para determinarlo (1).

8. Evaluacién del rendimiento analitico

El rendimiento analitico del Maxwell® CSC DNA FFPE Kit se evalu6 mediante el uso de muestras de tejido FFPE
de humanos en el Maxwell® CSC Instrument. El rendimiento equivalente del Maxwell® CSC ADN FFPE Kit con el
Maxwell® CSC 48 Instrument se demostré como parte del desarrollo de ese instrumento.

8.A. Amplificabilidad

Tabla 2. Amplificabilidad del ADN purificado a partir de secciones de tejido FFPE. El ADN se purificé

a partir de secciones de tejido FFPE individuales de tamaio tipico utilizando el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit con
métodos de preprocesamiento estandar y durante la noche. La cantidad de ADN extraido se evalué mediante PCR
en tiempo real teniendo como objetivo la ARNasa P (102 bp) como objetivo de cuantificacién. La amplificacion del
gen de la transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT; 164 bp) se midi6 como un objetivo de gen de una sola
copia de mayor tamario para evaluar la calidad del ADN. Algunos especimenes que no se lograron amplificar se
atribuyeron a la mala calidad de los especimenes de entrada, ya que se observ un resultado fallido similar al usar
un kit de la competencia para purificar el ADN de los especimenes. Los datos de las muestras que se determiné que
eran de mala calidad se excluyeron del analisis. Se muestra la concentracion de ADN promedio para cada conjunto
de réplicas. Todas las secciones de tejido FFPE produjeron al menos 100 copias/ul de ARNasa P y fueron
detectables para TERT cuando se preprocesaron utilizando los métodos estandar y nocturno.
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Tabla 2. Amplificabilidad del ADN purificado a partir de secciones de tejido FFPE (continuacién).

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Concentracion Concentracion Concentracion
Condiciones de  (copias/pl) o deteccion (copias/pl) o deteccion  (copias/pl) o deteccion

Tejido preprocesamiento ARNasa P TERT ARNasa P TERT ARNasa P TERT
Mama* Estandar 439 Detectado
Nocturno 273 Detectado
Colon* Estandar 1313 Detectado 2277 Detectado
Nocturno 983 Detectado 1050 Detectado
Esofago* Estandar 366 Detectado 1314 Detectado
Nocturno 243 Detectado 755 Detectado
Higado* Estandar 2472 Detectado 475 Detectado
Nocturno 2206 Detectado 434 Detectado
Pulmén Estandar 2939 Detectado 3006 Detectado 5217 Detectado
Nocturno 1176 Detectado 1510 Detectado 3230 Detectado
Péncreas Estandar 570 Detectado 738 Detectado 110 Detectado
Nocturno 454 Detectado 565 Detectado 114 Detectado
Prostata Estandar 936 Detectado 1003 Detectado 3064 Detectado
Nocturno 829 Detectado 634 Detectado 1931 Detectado
Estémago Estandar 659 Detectado 548 Detectado 404 Detectado
Nocturno 454 Detectado 245 Detectado 223 Detectado
Vejiga Estdndar 482 Detectado 421 Detectado 296 Detectado
Nocturno 355 Detectado 331 Detectado 262 Detectado
Intestino Estandar 741 Detectado 424 Detectado 1903 Detectado
Delgado Nocturno 441 Detectado 389 Detectado 1070 Detectado
Utero Estandar 2124 Detectado 3921 Detectado 4081 Detectado
Nocturno 1556 Detectado 3117 Detectado 2532 Detectado

*Se analiz6 tejido mamario de una muestra. Se analizaron tejidos de colon, esofago e higado de dos muestras
diferentes. Para todos los demas tipos de tejido, se analizaron tres muestras diferentes. Las celdas sombreadas
oscuramente indican muestras no analizadas.
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Tabla 3. Reproducibilidad de la amplificacién del ADN. Tres usuarios diferentes purificaron ADN de
secciones de tejido FFPE de tamafio reducido usando el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit. El ADN se purifico

a partir de secciones de tejido de colon e higado de 0,02 mm?® y 0,1 mm? siguiendo el método de preprocesamiento
estandar. La concentracion del ADN se determin6 mediante qPCR por duplicado utilizando un objetivo de
ARNasa P (102 bp), y se calcul6 la concentracion de ADN promedio para cada seccion de tejido y cada tipo de
tejido para cada usuario. La concentracién media de ADN més baja entre todos los usuarios y todos los tejidos
para 0,02 mm?®y 0,1 mm? de tejido fue de 45 copias/ul y 260 copias/pl, respectivamente.

Tejido ID de usuario Tamafio de muestra de tejido  Concentraciéon (copias/pl)
Colon 1 0,10 mm?® 332
0,02 mm? 108
2 0,10 mm? 445
0,02 mm?® 188
3 0,10 mm? 383
0,02 mm?® 45
Higado 1 0,10 mm? 401
0,02 mm?® 54
2 0,10 mm? 307
0,02 mm?® 73
3 0,10 mm? 260
0,02 mm?® 68

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 EE. UU. - Teléfono gratuito en EE. UU. 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 13
WwWw.promega.com TM395 - Revisién 10/22



O

Promega

8.B. Reproducibilidad
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Figura 4. La reproducibilidad de usuario a usuario de la purificaciéon de ADN se caracterizé por
tres usuarios que purificaron ADN de secciones en serie de una muestra de tejido mamario FFPE.
Los eluidos se amplificaron mediante qPCR usando un objetivo de ARNasa P (102 bp) y se calcularon las
concentraciones promedio de ADN y los valores de CV entre y dentro de la ejecucion. Los valores de CV en la
intraejecucion fueron 4,9 % (usuario 1), 4,0 % (usuario 2) y 4,5 % (usuario 3), y el CV en la interejecucién entre
los tres usuarios fue 5,3 %, lo que demuestra la reproducibilidad de la purificacién de ADN por parte de cada
usuario y a través de miiltiples usuarios. Para cada conjunto de datos, los puntos de la izquierda representan los
valores de las muestras individuales, mientras que la media con la desviacién estindar se muestra a la derecha.
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Figura 5. La reproducibilidad de lote a lote de la purificacién de ADN se caracteriz6 por

la purificacién de ADN por parte de un solo usuario a partir de secciones en serie de una muestra

de tejido mamario FFPE utilizando tres lotes del Maxwell® CSC DNA FFPE Kit. Los eluidos se
amplificaron mediante qPCR usando un objetivo de ARNasa P (102 bp) y se calcularon las concentraciones
promedio de ADN, demostrando la reproducibilidad de la purificacién de ADN utilizando cada lote. Para cada
conjunto de datos, los puntos de la izquierda representan los valores de las muestras individuales, mientras que
la media con la desviacion estandar se muestra a la derecha. *La prueba de valores atipicos de Dixon permiti6

la exclusién de una réplica en este conjunto como un valor atipico en el umbral de confianza del 95 %. Esta réplica
se excluy6 del analisis.
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8.C. Inhibicién (sustancias intrusivas)

Tabla 4. Anélisis del ADN purificado para encontrar sustancias intrusivas. El ADN se purificé a partir
de una o dos secciones de tejido hepatico y de colon FFPE montadas en portaobjetos de tamafio tipico utilizando
métodos de preprocesamiento estandar y durante la noche con el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit. Para cada ADN
purificado, se ensamblaron dos conjuntos de amplificaciones utilizando 2 pl y 8 ul de entrada de ADN y se calculd
la diferencia en los valores de C(1 (ACq) entre las dos entradas de ADN. Se esperaria un ACq de 2 para una
diferencia de cuatro veces en la entrada de ADN. Todas las condiciones probadas dieron como resultado valores
de AC, de 2 =+ 1 ciclo, lo que demuestra que cualquier sustancia potencialmente interferente que se copurifico
con el ADN no interfiri6 con la amplificacién posterior.

Nimero de ARNasa P
Tipo de Condicionesde  seccionesde  Promedio de Promedio de = Promedio de
tejido FFPE  preprocesamiento  tejido FFPE 2 ul C (Ciclos) 8 ul C_(Ciclos) AC_ (Ciclos)
Colon Estandar 1(n=3) 26,4 24,5 1,9
2(m=3) 25,7 23,6 2,0
Nocturno 1(n=2) 28,3 26,0 2,3
2(n=3) 27,5 25,0 2,4
Higado Estandar 1(n=3) 25,5 23,5 2,0
2(n=3) 24,5 22,6 1,9
Nocturno 1n=3) 26,8 24,7 2,1
2(m=3) 25,8 23,7 2,0

8.D. Contaminaciéon cruzada

El ADN se extrajo de ocho secciones replicadas de una muestra de tejido pulmonar FFPE y ocho controles
negativos (agua) usando el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit. Los Maxwell® CSC Cartridges que contenian las
muestras FFPE preprocesadas o el control negativo (agua) se procesaron en posiciones alternas de la plataforma
en el Maxwell® CSC Instrument. Para determinar si se habia producido alguna contaminacion cruzada entre las
muestras, los eluidos resultantes se analizaron por duplicado mediante qPCR dirigida al gen ARNasa P (102 bp)
para detectar cualquier contaminacién de ADN en los controles negativos de las muestras FFPE vecinas.

Se detect6 ADN no contaminante en los controles negativos.
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9. Evaluacién del rendimiento clinico

Un laboratorio clinico externo evalué el rendimiento clinico del Maxwell® CSC DNA FFPE Kit mediante el uso de
muestras de tejido humano FFPE y el Maxwell® CSC Instrument.

9.A. Amplificabilidad del ADN

Tabla 5. Amplificabilidad del ADN extraido de tejidos FFPE. El ADN extraido de un total de 21 muestras
de tejido FFPE utilizando el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit y Maxwell® CSC Instrument se amplific6 en un ensayo
qPCR dirigido al gen ¢-KIT de tipo salvaje utilizando la prueba COLD-PCR C-KIT D816V del laboratorio de
pruebas. El ADN extraido de las mismas muestras utilizando el método de purificacién de acido nucleico estdndar
del laboratorio (Método de Bibliografia de Laboratorio) se amplific en el mismo ensayo con fines comparativos.
Se muestra la diferencia en los valores de C, (AC ) entre el ADN purificado de la misma muestra de tejido FFPE
usando el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit y el método de bibliografia del laboratorio. La amplificabilidad del ADN
purificado del Maxwell® CSC DNA FFPE Kit se correlaciona con el Método de Bibliografia del Laboratorio.

Muestra de Promedio de C,

tejido FFPE  Maxwell® CSC DNA FFPE Kit Método de Bibliografia del laboratorio AC,
1 26,57 27,84 -1,27
2 26,65 27,34 -0,68
3 24,16 25,23 -1,07
4 27,05 28,66 -1,62
5 24,64 25,11 —-0,47
6 24,54 26,02 -1,48
7 24,25 25,00 -0,75
8 24,59 24,75 -0,16
9 25,07 25,44 -0,37
10 25,78 25,49 0,29
11 24,85 24,80 0,05
12 27,06 25,17 1,89
13 24,40 24,55 -0,15
14 23,51 24,65 -1,14
15 24,25 24,04 0,22
16 27,13 29,22 -2,09
17 27,03 28,70 -1,68
18 29,34 28,76 0,58
19 26,58 28,54 -1,96
20 26,66 27,70 -1,04
21 26,60 28,20 -1,60
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9.B. Reproducibilidad

Tabla 6. Reproducibilidad de resultados entre probadores. Para demostrar la constancia de los resultados
entre los probadores en el entorno de usuario tipico, el ADN extraido de siete muestras de tejido FFPE diferentes
por dos probadores separados usando el Maxwell® CSC DNA FFPE Kit fue amplificado por qPCR dirigido al gen
¢-KIT de tipo salvaje usando la prueba COLD-PCR C-KIT D816V del laboratorio de pruebas. Los eluidos de la
misma muestra de tejido FFPE se analizaron en el mismo ensayo para minimizar el efecto de la variabilidad del
ensayo PCR en los resultados. En la tabla se muestra la diferencia en los valores de C (AC) obtenidos usando
ADN purificado de la misma muestra de tejido FFPE por dos probadores diferentes. EI AC_ entre evaluadores
oscil6 entre 0,12—0,97, lo que demuestra la reproducibilidad del ADN amplificado por miltiples evaluadores.

Promedio del valor Cq

Muestra de tejido FFPE Probador 1 Probador 2 AC,
1 26,57 27,54 0,97
2 26,65 26,53 0,12
3 24,16 24,39 0,23
4 27,05 26,64 0,40
5 24,64 24,29 0,36
6 24,54 24,47 0,07
7 24,25 24,06 0,20

9.C. Contaminacién cruzada

Contaminacion cruzada que ocurre entre muestras durante la extraccién de ADN utilizando el Maxwell® CSC
DNA FFPE Kit en el entorno de usuario tipico fue evaluado. La extraccion de ADN mediante el Maxwell® CSC
DNA FFPE Kit se realiz6 con ocho muestras de tejido FFPE diferentes y ocho controles negativos (agua) en la
misma ejecucion del instrumento. Los Maxwell® CSC Cartridges que contenian muestras de tejido FFPE

o controles negativos (agua) se procesaron en posiciones de plataforma adyacentes alternas en el Maxwell® CSC
Instrument. Los eluidos resultantes se analizaron por duplicado mediante qPCR dirigida al gen c-KIT de tipo
salvaje utilizando la prueba COLD-PCR C-KIT D816V del laboratorio de pruebas para detectar cualquier ADN
contaminante en los controles negativos de las muestras FFPE adyacentes. No se detect6 ADN contaminante

en los ocho controles negativos.
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10. Solucién de problemas

En caso de que tenga alguna duda que no resuelva esta seccién, péngase en contacto con su distribuidor o sucursal
local de Promega. Informacion de contacto disponible en: www.promega.com Correo electrénico:
techserv@promega.com

Sintomas Causas y comentarios

Concentracion de ADN en el eluido menor Se ha evaluado el rendimiento del kit mediante el

de lo esperado aislamiento del ADN de muestras de tejido FFPE de

(una seccion FFPE tipica deberia producir tamafos comprendidos de hasta 2,0 mm?. No se disefi6
ADN amplificable en funcion del tamafio y la para volimenes de muestras superiores a 2,0 mm?. Utilice
celularidad del tejido, el estado de la fijacion unicamente secciones que satisfagan la especificacion con
mediante formalina y el manejo del tejido) respecto al tamaro.

El kit estd disenado para usarse con muestras de tejido
FFPE. No est4 concebido para usarse con muestras de
tejido no FFPE, por ejemplo, muestras de tejido frescas
o congeladas. Se han comprobado los tiempos y las
temperaturas de incubacion para garantizar un
rendimiento 6ptimo.

El kit no se ha disefiado para usarse con muestras de tejido
preparadas con fijadores distintos a la formalina tamponada
neutra al 10 %. Consulte al laboratorio de patologia o al
proveedor para asegurarse de que no se haya empleado

un fijador alternativo.

No se puede reclamar por portaobjetos o secciones tefiidas.
Repita la purificacion con un portaobjetos o una seccién
sin tefir.

Se ha evaluado el rendimiento del kit en funcién de la
purificacién del ADN amplificable. Otros medios de
cuantificacion, incluidas la absorbancia y la fijacién de
colorante fluorescente, pueden no ser compatibles con la
amplificacion. Aplique un método de cuantificacion de la
amplificacion para evaluar la purificacion.

En el caso de volimenes menores de entrada de muestras
(menos de 0,1 mm?), es posible que la incubacion nocturna
opcional a 70 °C no sea 6ptima. Use el descruzamiento
estandar de 4 horas a 80 °C si la incubacién nocturna no
consigue purificar la suficiente concentracién de ADN para
muestras con menor volumen de entrada.
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10. Solucién de problemas (continuacion)

Sintomas Causas y comentarios

Calidad menor de lo esperado La seccion de tejido utilizada para la purificacién puede
(el eluido contiene ADN muy fragmentado incluir ADN fragmentado debido al estado de la fijacién

o inhibidores de analisis posteriores) mediante formalina o al manejo del tejido. Si se fragmenta

el ADN antes de la extraccion y la purificacién, el ADN
fragmentado se purificara con este kit. Repita el
procedimiento con una seccién adyacente para evaluar
si hay un problema con la seccién o con el proceso.

Algunos analisis basados en amplificacion son especialmente
sensibles a inhibidores. Las comprobaciones del ensayo
posterior deberan identificar la presencia de un inhibidor

de amplificacion en el eluido. El usuario es el responsable

de verificar la compatibilidad de este producto con los
ensayos posteriores.

Se debera comunicar de inmediato al fabricante todo suceso grave que se produjera en relacion con el producto y
que provocara (o pudiera provocar) la muerte o una lesién grave a un usuario o paciente. Los usuarios residentes
en la Uni6n Europea también deberan notificar todo suceso grave a la autoridad competente del Estado miembro
en el que resida el usuario y/o el paciente.

11. Bibliografia

1.  Bonin, S. et al. (2010) Multicentre validation study of nucleic acids extraction from FFPE tissues. Virchows
Arch. 457, 309-17.
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12. Productos relacionados

Instrumentos y accesorios

Producto Tamaifio Cat.#
Maxwell® CSC Instrument* 1 unidad AS6000
Maxwell® RSC/CSC Deck Tray 1 unidad SP6019
Maxwell® CSC 48 Instrument® 1 unidad AS8000
Maxwell® RSC/CSC 48 Front Deck Tray 1 unidad AS8401
Maxwell® RSC/CSC 48 Back Deck Tray 1 unidad AS8402
Microtube, 1,5 ml 1000/paquete V1231

* Producto sanitario para uso en diagnostico in vitro. Este producto solo est4 disponible en algunos paises.
Maxwell® CSC Reagent Kits

Visite www.promega.com para obtener una lista de los kits de purificacion de Maxwell® CSC disponibles.

13. Resumen de las modificaciones

Se han realizado las siguientes modificaciones a la revisién 10/22 de este documento:
1.  Sehaactualizado la seccién 3 a “Finalidad del producto/uso previsto”.
2. Sehan afadido las secciones 8 y 9.

3. Documento actualizado de conformidad con el Reglamento (UE) 2017/746 sobre los productos sanitarios
para diagnéstico in vitro.

@Numero de patente de EE. UU. 7 329 488 y nimero de patente de Corea del Sur 100483684.
© 2013-2022 Promega Corporation. Todos los derechos reservados.
Maxwell es una marca registrada de Promega Corporation.

Estos productos podrian estar protegidos mediante patentes emitidas o pendientes, o podrian tener algunas limitaciones. Para obtener mas
informacién, visite nuestro sitio web.

Todos los precios y especificaciones de este manual estan sujetos a cambios sin previo aviso.

Las declaraciones sobre los productos estan sujetas a cualquier cambio. Pdngase en contacto con Promega Technical Services o acceda al catalogo
en linea de Promega para obtener la informacion mas actual sobre los productos Promega.
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