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Evaluation of Cobas Ampliprep
Automated Nucleic Acid Extraction
for Genotyping Human Papillomavirus
(HPV) by the Roche linear array HPV
Test

To the Editor: Human papillo-
mavirus (HPV) infection is one of the
most common sexually transmitted
diseases. Certain HPV genotypes, the
so-called high-risk genotypes (HR),
have an established role in cervical
carcinogenesis. Detection of HR geno-
types in cervical samples is an impor-
tant measure for preventing cancer of
the cervix and, together with Papani-
colaou smears, is the cornerstone of
cervical cancer screening. Currently,
two useful assays are available for de-
tecting HPV in cervical samples, hy-
brid capture (HC) and polymerase
chain reaction (PCR). PCR has several
advantages over HC, but also some
problems; mainly, the test is time-con-
suming, experience in molecular
assays is needed, and cross-contami-
nation is common. A validated, reli-
able, fast, easy to perform, semi- or
fully-automated assay would be desir-
able for HPV detection and genotyp-
ing, particularly in laboratories that
handle a large number of samples.
Genotyping methods are important
for improving our understanding of
the progression of infection to cervical
cancer, since individual risk stratifica-
tion, the prevalence and persistence of
infection, and the onset of new infec-
tions can be determined by genotyp-
ing'. The development of HPV vaccine
also depends on typing?.

Stevens et al recently described an
automated extraction system, Roche
MagNA Pure LC, as an alternative
method for specimen processing be-
fore using the linear array HPV test
(LA) for detecting and genotyping
HPV3. The authors recommend the
use and validation of automated nu-
cleic acid purification platforms to
simplify the assay’s extraction step.
The Cobas AmpliPrep (CA) (Roche Di-
agnostics, S.L., Barcelona, Spain) in-
strument is used for quantification of
hepatitis B, hepatitis C, HIV, CMV
and other viruses in clinical samples
in many clinical microbiology labora-
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tories. Our study sought to compare
automated HPV nucleic acid extrac-
tion by the CA with the manual Am-
pliLute (MA) (Roche Diagnostics, S.L.,
Barcelona, Spain) protocol, a commer-
cially available liquid media extrac-
tion kit.

DNA was extracted from 100 cervi-
cal brush samples (in PreservCyt
medium) and isolated using two dif-
ferent procedures: 1) a 250 pl aliquot
was extracted with the AmpliLute
Liquid Media Extraction (EXTRN) kit
according to the manufacturer’s in-
structions; and 2) a 800 pl aliquot
added to 250 pl ATL (EXTRN kit) was
extracted using the automatic nucleic
acid extraction method of the CA, us-
ing a procedure that involved modifi-
cation of the CS3 cassette of the Total
Nucleic Acid Isolation (TNAI) kit
(Roche Diagnostics, S.L., Barcelona,
Spain). AVE buffer (EXTRN kit) was
used instead of elution buffer in the
TNAI EB bottle and CAR (EXTRN
kit) and diluent were added to the
empty GPV vial. Then, all samples
were analyzed by LA assay for HPV
genotyping by automated system us-
ing the recommended protocol, except
that a 100-pl aliquot of the CA dena-
tured amplicons was used. The staff
carrying out the study had not been
specifically trained in molecular tech-
niques. One positive and one negative
control were processed with each run
of up to 22 specimens. The internal
control included in the kit was B-glo-
bin. An additional primer pair targets
the human B-globin gene, which was
isolated concurrently. All 100 samples
analyzed generated positive high and
low B-globin results (two visible bands
for each strip) using the two protocols,
thus demonstrating adequate speci-
men integrity, DNA extraction, and
amplification®.

High-risk HPV types were detected
by both manual and automated proto-
cols in 45/100 cervical samples; 48/100
samples tested negative, a nearly per-
fect concordance level (kappa = 0.86 =
0.099). Manual AmpliLute detected
six additional HR-HPV-positive sam-
ples (2 HPV-16, 2 HPV-31, 1 HPV-45,
and 1 HPV-68) and CA revealed one
additional positive result (HPV-51).
An alternative test, Hybrid Capture 11
(HC2) (Digene, Gaithersburg, USA),
was used to analyze discrepant sam-
ples. Four HR-HPV were negative and
three positive, one of them with low
signal intensity. Table 1 lists the re-
sults of these 7 discrepant samples
with all the methods used (MA, CA
and HC2), as well as the cytology
data®. Some cross-contamination can-
not be ruled out in the MA results. In
fact, cross-contamination was not un-
expected considering the manner in

which the manual method is per-
formed. Our data show that for detect-
ing HR-HPV in cytology specimens
with borderline changes, MA detected
slightly more cases and reached a
higher analytic sensitivity than CA.
Both tests performed similarly with
respect to identification of HPV in
high-grade disease.

In practical terms, several molecu-
lar methods have been described for
identifying type-specific HPV geno-
types®. Although PCR-based assays
have not yet been approved by the
U.S. Food and Drug Administration
for clinical use, they provide a rapid
means of HPV detection and genotyp-
ing in clinical practice. The LA HPV
genotyping test is a standardized, con-
sistent, rapid method for detecting
and typing up to 37 HPV mucosal
genotypes®. Nevertheless, MA can be
time-consuming and labor-intensive
in clinical settings where many cervi-
cal samples are processed. In this con-
text, and based on our data, we pro-
pose to replace the manual extraction
step by the automated method evalu-
ated in our study. This method pro-
vides several advantages and, in
agreement with Stevens’ results®, the
two extraction methods demonstrated
only slight differences in the outcome,
although a small number of samples
were analyzed and larger studies
would be desirable. The use of an au-
tomated system for DNA isolation
would greatly improve simplicity,
time and labor efficiency, and reduce
potential sample cross-contamina-
tions, thus allowing many cervical
samples to be processed simultane-
ously for cervical cancer screening.

Ana Ferndndez-Olmos,
Jesus Chacon, Maria Luisa Mateos
y Fernando Baquero

Servicio de Microbiologia.
Hospital Universitario Ramén y Cajal.
Madrid. Spain.

TABLE 1. High-risk HPV detection

by AmpliLute (MA), COBAS AmpliPrep
(CA), Hybrid Capture IT (HC2)

and cytology® in discordant samples

Pacient | MA | CA | HC2 |Cytology

1 45 N N L-SIL
2 31 N N L-SIL
3 68 N HR* L-SIL
4 16 N N ASCUS
5 31 N N ASCUS
6 16* N HR  ASCUS
7 N 51 HR L-SIL

*Weak signal. ASCUS: atypical squamous
cells of undetermined significance;

L-SIL: low-grade squamous intraepithelial
lesion; HR: high-risk HPV; N: negative.
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Kingella kingae: condiciones
determinantes del crecimiento
en botella de hemocultivo

Sr. Editor: Kingella kingae es el
microorganismo més frecuentemente
implicado en infecciones osteoarticu-
lares en pacientes de entre 6 meses y
2 afios de edad'®. La mayoria de aisla-
mientos se realizan mediante el culti-
vo de muestras de liquido articular y
pus o tejido 6seo del foco de osteomie-
litis en botellas de hemocultivo, ya
que los métodos convencionales de
cultivo habitualmente son inefica-
ces*$. El presente estudio analiza la
capacidad de crecimiento de K. kingae
segun las caracteristicas de la botella
de hemocultivo, la concentracién del
microorganismo y la presencia de san-
gre como suplemento nutritivo. Hay
que tener presente que al realizar un
hemocultivo, la sangre del propio pa-
ciente proporciona elementos nutricio-
nales complementarios al medio de
cultivo, circunstancia que no se pro-
duce cuando utilizamos este tipo de
botellas para el cultivo de otro tipo de
muestras clinicas.

Se han estudiado 12 cepas de K. kin-
gae. A partir de una suspension en sue-
ro fisiolégico 0.5 McFarland se realiza-
ron diluciones sucesivas denominadas
A,B,C,D, E, F, con una concentracion
bacteriana aproximada de 108, 10, 107,
102, 10 y 1 unidades formadoras de co-
lonias (ufc)/ml, respectivamente. Se
realizaron controles de crecimiento/con-

TABLA 1. Nimero de cepas aisladas y rango de tiempo de deteccion de crecimiento

para cada dilucion

Tipo de cultivo Diluciones

| a s ]c o |e]r

Concentracion indculo® — ###%

644 72 8 0-1

SA +S N? de cepas™* 12 12 12 12 12 5
Tiempo™** 9-11 13-17 17-24 19-28 21-32 24-38
SA N? de cepas 10 7 2 5 1 2
Tiempo 17-122 26-110 33-58 34-142 67- 106-161
PF+S N°? de cepas 12 11 9 9 7 2
Tiempo 10-39 16-62 23-48 28-42 31-58 38-41
PF N? de cepas 10 9 4 4 1 1
Tiempo 13-62 25-113 43-74 41-55 120-  38-

SA: Botella de hemocultivo standard (formato pacientes adultos).
PF: Botella de hemocultivo con carbon activado (formato pacientes pedidtricos).

+S: Suplemento de sangre anadido.

*Media de concentracién del inéculo de cada dilucién en ufc/0,4 ml, obtenida por siembra

cuantitativa en placa de agar.
**Numero de cepas aisladas en cada inéculo.

*#**Rango de tiempo, en horas, de deteccion de crecimiento en el sistema BacT/Alert.

***++Incontable.

centracion de las diluciones y se inocu-
laron 0,4 ml de cada una en dos botellas
BacT/Alert SA y dos botellas BacT/Alert
PF (con carbén activado). En una bote-
lla de cada tipo se anadié 1 ml de san-
gre humana estéril. Las botellas se in-
cubaron en el procesador automatico
BacT/Alert (BioMérieux).

La tabla 1 resume la capacidad de
aislamiento de las cuatro modalidades
de cultivo.

De los dos tipos de botellas utiliza-
das en este estudio, K. kingae mostré
mayor capacidad de crecimiento y ne-
cesité menos tiempo de incubacién en
las botellas SA + S (con suplemento de
sangre). De hecho, se obtuvo creci-
miento en todas las botellas hasta la
suspension E, y en la dilucién F se ob-
tuvo crecimiento en cinco cepas, que
correspondia con la probabilidad tedri-
ca de inocular alguna bacteria. Por
tanto, la capacidad de aislamiento de
K. kingae en estas condiciones fue del
100%. La secuencia de tiempo de de-
teccion mantenia constante relacién
con la concentracion del in6culo bac-
teriano y el rango de tiempo de detec-
cion de crecimiento para cada suspen-
sién era muy estrecho, demostrando
una gran homogeneidad en el creci-
miento de todas las cepas. En las bo-
tellas PF con suplemento de sangre
(PF + S) decreci6 la capacidad de ais-
lamiento bacteriano al disminuir la
concentracién del inéculo y aumento
el tiempo de incubacién para detectar
el crecimiento. En las botellas SA y PF
(sin suplemento de sangre), disminu-
ye de forma importante la capacidad
de aislamiento; en algunas cepas no se
obtuvo crecimiento en ninguna dilu-
cion. Ademas, se observo discontinui-
dad de crecimiento en la secuencia de
diluciones de diversas cepas.

En pediatria, entre uno y dos tercios
de los casos con diagnostico clinico de
artritis u osteomielitis no se consigue

aislar el microorganismo responsable’S.
La reciente aplicacién clinica de una
técnica de reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) especifica! ha confirmado
que, en los casos compatibles con el pa-
trén habitual de la infeccién por K. kin-
gae?3, su implicacion etiolégica es supe-
rior a los casos confirmados por cultivo.
El escaso numero de colonias obte-
nidas en los casos en que K. kingae se
aisl6 a partir de siembra directa de la
muestra en agar sangre®. La ineficacia
de la tinciéon de Gram y las cuantifi-
caciones realizadas directamente de
muestras clinicas sugieren una baja
concentracién del microorganismo en
el foco infeccioso®. Este dato es impor-
tante debido a que en nuestro estudio
observamos que las diferencias mas
importantes en la capacidad de aisla-
miento se producian en inéculos con
baja concentracién bacteriana, y es en
estas condiciones cuando la presencia
de sangre y la ausencia de carbén acti-
vado es mas determinante en el aisla-
miento del microorganismo. Por tanto,
recomendamos la utilizacion de este
método en botellas BacT/Alert SA,
aunque serian necesarios estudios
realizados a partir de muestras clinicas
para confirmar su utilidad practica.
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