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Outline 

•  The challenge of broad pathogen detec/on 

•  The Ibis™ approach 
−  Principle of opera/on 

•  Bacterial detec/on and strain typing 
−  Group A strep – direct throat swab analysis  

•  Viral detec/on and strain typing 
−  Influenza 

•  Pandemic influenza detec/on and strain typing 

•  Integrated plaEorm 
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The Pathogen DetecHon Arena 
•  Biological weapons defense is not just about anthrax 
•  Food safety is not just about E. coli 0157 

•  Hospital associated infec/ons are not just due to Staph. aureus 

•  There are numerous naturally occurring infec/ous diseases 
•  Over 1000 agents known to infect humans* 

−  217 virus species 
−  538 bacterial species 
−  307 fungi 
−  66 parasi/c protozoa 

•  Addi/onal plant and animal pathogens not counted 

•  Numerous strain varia/ons 

•  Poten/al bio‐engineered organisms 

3 

*Taylor et al. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B, (2001) 356, 983‐989 
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Mainstream Bioagent DetecHon Today  
•  Culture techniques 

−  Detects a subset of all pathogens 
−  Can take mul/ple days (weeks) 

•  Single agent nucleic acid tests 
−  One test for each agent (smallpox, anthrax, plague, 
etc.) 

−  Need too many tests 

−  Fail to detect newly emergent pathogens 

•  There is currently no good method to detect 
organisms that have never been seen before 

4 

Nucleic acid tests (NATs) 
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Bacterial Threat Symbols 
Microbial RoseLa Stone Database 
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Why Detect and/or Type Microorganisms via 
Nucleic Acids? 
•  All living things rely on DNA and/or RNA to propagate 

−  All infec/ous agents* contain DNA and/or RNA 
−  Bacteria, viruses, fungi, protozoa 

•  DNA and RNA are unique among biomarkers in that they can be 
amplified (e.g. PCR, WGA, NASBA, etc.) 
−  From trace amounts of sample 
−  From highly degraded samples 
−  From samples in complex backgrounds 

•  NO CULTURE REQUIRED 
•  Some gene/c differences do not result in phenotypic differences 

−  e.g. rRNA, VNTRs, SNPs 
•  Range of specificity can be “tuned” for different applica/ons 

−  “Name that Bug”: Broad range primers 
−  “Genotype/Strain‐type that Bug”: species specific primers 
−  “Profile that Bug”: drug resistance, virulence markers, etc. * Except those nasty prions! 
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InterrogaHon of Amplified Nucleic Acids 
•  Sequencing 

−  “Gold Standard” 

•  Fluorescent intercala/ng dye 

•  Hybridiza/on 

−  Specific probe with FRET pair 

•  DNA microarray 

•  Mel/ng profiles 

•  Electrophoresis 

−  Slab gels 

−  Capillary gel  
electrophoresis 

•  WHAT ABOUT MASS? 
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Iden/fica/on and Strain Typing of Bacterial 
and Viral Pathogens using High Performance 
Mass Spectrometry: The Ibis™ Concept 
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The Ibis™ Approach to Pathogen ID and 
Strain‐Typing 
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Broad Range Priming in Bacteria 
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The Polymerase Chain ReacHon (PCR) 
•  Performed using primers 

designed for broad coverage 
•  PCR cycling condi/ons tolerate 

mismatches on ini/al cycles 

•  All primer pairs designed to 
work under iden/cal PCR 
condi/ons 

•  Each well contains an internal 
calibrant 

•  Generally don’t mul/plex broad 
range primers (e.g. 16S and 23S 
rDNA) 

•  Mul/plexing of more specific 
primers common (e.g. strain 
typing, drug resistance, 
virulence)  

12 

  

2
STEP 
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Automated ESI‐TOF of PCR Amplicons on PLEX‐ID™ 
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Masses to Base ComposiHon 

14 

  

4 
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Derived and Expected Base ComposiHons 
Primer 356 (RplB) Expected Products 
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Broad Pathogen DetecHon 

Instead of asking; “Is pathogen X in my sample?”, 
we ask: “Which pathogen, or pathogens, are in my 

sample?” 
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Group A Streptococcus (GAS)  
Outbreaks in Military Se\ngs 
•  Outbreaks of group A strep at MCRC 2002/2003 

−  Highly virulent strain 
−  One death, 160 hospitalized 
−  Training ac/vi/es suspended 

•  Ini/al analysis of post‐culture  
samples 
−  80 samples sent from NHRC, Dr. Kevin Russell, December 20, 2002 

−  “Hijacked” some BW air surveillance plates 

•  Follow up surveillance at mul/ple military bases 

•  Direct analysis of throat swabs without culture 

17 

Ecker et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, (2005) 102(22), 8012‐17  
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Primer 17 (a 23S Primer) 
Observed Products (from Culture) 

All primers of all samples consistent with S. pyogenes 
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Direct Analysis of Throat Swab* 

19 

*Repeat swab posi/ve on culture for Streptococcus pyogenes 
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Primer 349: 23S rDNA 1826‐1924 
From an InteresHng Throat Swab 

20 

Ecker et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, (2005) 102(22), 8012‐17  
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MulH‐Primer TriangulaHon  

21 

Ecker et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, (2005) 102(22), 8012‐17  
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Haemophilus influenzae, Neisseria meningi/dis, Streptococcus 
pyogenes (Ra/o 4/2/1, 1.5 X 106 genomes/swab) 
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Conclusions of Pneumonia Study*  
•  Primary pathogen:   

−  Streptococcus pyogenes (GAS) 
−  Known virulent strain 

•  Secondary pathogens:    
−  Haemophilus influenzae 

−  Neisseria meningi/dis    
•  Five other military facili/es 

−  Determined these sites had a 
mixture of strain types 

•  Throughput 
−  >200/samples per day 

23 

*Ecker et al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. Vol. 102: p8012‐8017 
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Virus IdenHficaHon and Typing 
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Viral Coverage 
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Influenza Virus Surveillance: Project Collaborators 
CMDR Kevin Russell, M.D., Naval Health Research Center, San 
Diego, CA 

Kirsten St. George, MAppSc, Ph.D., New York State Department of 
Health, Slingerlands, NY 

Charloue Gaydos, Dr.P.H. and Rich Rothman, M.D., Johns Hopkins 
University, Bal/more, MD 

Stan Lemon, M.D., University of Texas Medical Branch, Galveston, 
TX 

Wendy Sessions, M/SV (ASCP), Texas Department of State Health 
Services 

Dave Stallknecht and Ginger Goekjian, College of Veterinary 

Medicine, University of Georgia  
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Ibis™ Influenza Virus Assay 
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Pan Influenza Primer Polymerase PB1 Primer 
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Pan Influenza Primer Polymerase PB1 Primer 
PP2798 ‐ Base ComposiHon 
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Influenza Virus Assay Results Example 
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Human Influenza – Blinded Samples 
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DetecHon of Mixed InfecHons 
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ValidaHon Study Test Isolates from 
Diverse Sources 
•  24 human influenza isolates 

−  18 influenza A 
−  6 influenza B 

•  63 avian influenza isolates 
−  16 different avian species 

•  Chicken, duck, goose, egret, teal,…. 
−  28 dis/nct H/N types 

•  29 HIGHLY PATHOGENIC H5N1 isolates 
−  8 worldwide geographic loca/ons 

•  North America, Africa, Asia 
•  4 swine influenza isolates 
•  1 equine influenza isolate 
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Avian Flu DetecHon: No Change in Assay or Primers 
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Avian Influenza Virus DetecHon: 
University of Georgia Samples 
•  24 avian influenza virus isolates collected over a 
six‐year period 
−  Different host species: mallard, seagull, teal, etc. 

−  Different combina/ons of H and N subtypes: H12N4, 
H3N8, etc. 
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Avian Influenza Virus DetecHon: University of 
Georgia Samples 
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Ibis™ T5000 DiscriminaHon of Diverse Avian 
Influenza Virus Isolates 

38 

*Same panel was used for human Influenza detec/on 
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Analysis of PaHent B at the NHRC 
•  Pa/ent B is a 9 year old girl from Imperial County, CA 

•  On March 28, 2009, she had onset of cough and fever of 
104.3 °F 

•  Diagnosed with influenza and specimen sent to NHRC as 
part of border surveillance program 

•  NHRC determined specimen was untypeable and sent to 
CDC on April 17, 2009 

•  NHRC also ran sample on the Ibis™ Influenza Surveillance 
plate* 
−  April 23 

hup://blogs.sciencemag.org/scienceinsider/2009/04/behind‐the‐scen.html 
MMWR April 24, 2009 / 58(15); 400‐402 

* Not cleared or approved by FDA for any clinical 
applica5on.  Not for use in diagnos5c procedures. 

39 STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  High‐Throughput Analysis of Amplified Nucleic Acids with Mass Spec: The Ibis™ PlaForm 



Technology 
Transi/on Workshop 

Not cleared or approved by FDA for any clinical 
applica5on.  Not for use in diagnos5c procedures. 

PaHent B Result 
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Human  Avian  Swine 

Not cleared or approved by FDA for any clinical 
applica5on.  Not for use in diagnos5c procedures. 

2009 H1N1 New “Swine Flu” Signature 
Before the new strain was added to the database, it appeared as a hybrid 
of several strains from different hosts – human, avian, and swine 
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Not cleared or approved by FDA for any clinical 
applica5on.  Not for use in diagnos5c procedures. 

2009 H1N1 – Signature Added to 
Database 

42 STR & Mitochondrial DNA Analysis by Mass Spec for Managers  High‐Throughput Analysis of Amplified Nucleic Acids with Mass Spec: The Ibis™ PlaForm 



Technology 
Transi/on Workshop 

Conclusions 

•  By “weighing” DNA with mass spectrometry, 
unambiguous base composi/ons can be derived 
−  Remember coins and scale analogy! 

•  Base composi/ons derived from broad range 
primers can be used to triangulate to microbial 
iden/fica/on 
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Conclusions 
•  Ibis™ plaEorm enables broad range bacterial and 
viral detec/on 
−  Broad bacterial coverage using broad range primers 

•  Example: Direct analysis of throat swabs 

−  All influenza (human and avian) in same assay 
•  Example: Human clinical specimens and avian isolates 

•  Demonstrated for bacteria and viruses without 
culture 
−  Also applicable to fungi, protozoa, and humans (not 
shown) 

Instead of asking; “Is pathogen X in my sample?”, Ibis™  

approach asks: “Which pathogen(s) are in my sample?” 
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2006 ‐ 2009 
TIGER 2.0 ’ 
2004 ‐ 2006 

TIGER 1.0 
2000 - 2003 

2010 ‐ 
PLEX‐ID™ 

System History 
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Technology 
Transi/on Workshop 

Ibis™ T5000 
•  Amplicon purifica/on 

•  Automated ESI‐TOF analysis 
−  Robo/c arm moves plates for unauended opera/on 

•  Data analysis 

•  Other func/ons performed off‐line 
−  DNA/RNA extrac/on 
−  Plate set‐up into pre‐kiued plates 
−  PCR 

•  High‐throughput 
−  1 well/minute 

−  46 sec. spray 
−  14 sec. rinse 
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Transi/on Workshop 

•  Same magne/c bead 
chemistry as T5000 

•  Spin cuveues (22) aligned in 
carousel 

•  Magne/c beads aliquoted 
from bead reservoir 
−  No mag bead plate 
−  No elu/on plate 

•  No robo/c arms, heat sealers, 
LEAPS, etc. 

•  Accommodate “stat” sample 
(priority interrupt) 

•  Supports 30 second/well 
throughput 

•  Manufactured under FDA‐
compliant design/ 
manufacturing control 
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QuesHons? 
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Technology 
Transi/on Workshop 

Contact InformaHon 

Steven A. Hofstadler, Ph.D. 

Ibis™ Biosciences, Inc. 
(760) 603‐2599 

shofstad@ibisbio.com 
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Note: All images are courtesy of Dr. Steven A. Hofstadler 
unless otherwise noted. 
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