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Next Generation Sequencing

• NGS is set to revolutionize forensic biology
– Enabling the recovery of more identifying and intelligence 

information 
• From a wide variety of different single, mixed source and degraded 
samples

• It will be several years before NGS totally supplants current 
CE technology
– However, labs can TODAY begin to use NGS for certain cases

• Significant advancements in:
– Automation of library and template preparation and sequencing
– Forensic sequencing kits
– Software solutions for downstream genotyping analysis

• Ion ChefTM System and Ion S5TM System
– DNA analysis for human identification
– RNA analysis for body fluid identification

Evaluation of the EA Precision ID GlobalFiler™ Mixture ID Panel, Ion S5 
System and Ion Chef System

Ion Chef System

• Automates library, template preparation, & 
chip loading!

Library
Preparation

Template
Preparation

Running Complete Oh no!!



8/18/2016

2

Which Chef would you 
prefer?

• Automated
• ~15 min or less prep time
• Fewer errors!

• Manual/Hands‐on
• Hundreds of steps – days to complete
• Error‐prone?

Manual preparation
Template

Preparation
Library

Preparation

OT2 – templating (overnight)
ES ‐ enrichment

Manually load chip (with foam?!)

Action 1 Action 2 Action 3
Add 8 samples (1ng/sample) to 96‐well plate Add Precision ID Panel to Reagents Cartridge Snap 5 cartridge components onto Ion Chef deck

Pipette     samples* Pipette primers

Tips
cartridge 

Reagents 
Cartridge

Solutions
Cartridge

96‐well 
sample plate

Enrichment
Cartridge 

1

2

3

5

96‐well plate with IonCode™ 
Barcode Adapters

Reagents Cartridge

* Assume use of 
multichannel pipette

Action 1 Action 2 Action 3

Reagents Cartridge

Plan Run in Ion Torrent Broweser

Pipette libraries

Add Libraries to Reagents Cartridge Snap cartridge components onto Ion Chef deck

Tips
cartridge 

Reagents 
Cartridge

Solutions
Cartridge

96‐well 
sample plate

Enrichment
Cartridge 

1

2

3

5

Dip trays, 
centrifuge 

lids, 
swinging 

buckets

Chips
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~7.5 hrs

~13.5 hrs

While the Chef is 
working….

• Hands‐off time while the 
chef is running

• Work does not pile up
• Time for a break!

• Hands‐on time in the lab 
• Work piles up!!! 
• No time for a break!

With the Ion Chef System With the ‘Manual’ Chef
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Ion S5 
System

• Load‐and‐go 
reagents

• Straightforward user 
interface

• Less than 15 min of 
hands‐on time

EARLY ACCESS PRECISION ID 
GLOBALFILER MIXTURE ID PANEL

ION CHEF SYSTEM – ION S5 SYSTEM
CONVERGETM SOFTWARE

EA Precision ID GlobalFiler Mixture ID Panel

Type of Target Number of Targets

Autosomal STRs 29

Y‐STRs 1

Autosomal SNPs 42

Y‐SNPs 2

Indels 2 (Amel and Y indel)

Microhaplotypes 36 clusters of 2 to 4 SNPs

113 targets in the human genome
in a single reaction!!

Designed to work on challenging samples that perform poorly in CE systems

Early Access Ion Chef and Ion  S5 reagents Ion 530 Chip

Testing & Evaluation Studies

Additional studies: Mixtures!!

(to be continued….tomorrow at the ‘Future Trends in 
Forensic DNA Technology’ seminar series)

Study
# 

Samples

Library
quant 
(pM)

Chip 
loading

# Reads Total Bases

Concordance 8 50 63% 4.1 M 541 M

Sensitivity
(250pg, 125pg)

8 47 77% 4.0M 520 M

Casework
samples

16
116
79 

60% 10.7M 1.22 G
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Data exported directly into CONVERGE software

Concordance
• 8 single source samples

– 5 male, 3 female
– Compared to CE GlobalFiler results

• All GlobalFiler loci concordant  with NGS panel!

Sensitivity – Autosomal STRs

Sample Input (pg)

STRs

Total Reads
Avg. Reads
(Per Locus)

Min Reads 
(Locus)

Max Reads 
(Locus)

S2
Female

250 97,680 3368 893   
D22S1045

6637        
TH01

125 96,096 3314 924   
D22S1045

6758       
TH01

S3
Male

250 88,812 3063 651   
D22S1045

5630       
TH01

125 113,218 3904 915   
D22S1045

7200       
TPOX

S4
Female

250 100,085 3451 731   
D22S1045

7963       
TPOX

125 111,909 3859 864   
D22S1045

9291       
TPOX

S9
Male

250 75,510 2604 127    
D19S433

5665       
TH01

125 101,648 3505 817    
D22S1045

7243       
TH01

Total reads =  main alleles only (doesn’t include stutter)

16 Mock Casework Type Samples

6 blood
5 saliva
2 semen
1 menstrual blood
2 vaginal

9 unique donors
‐ some samples from the same donor

Libraries combined to run 16 samples on one Ion 530 Chip 

• Full STR profiles from 15/16 samples
• ‘Spit’ on pavement – partial profile; low level mixture

(a lot of information still obtained!)
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Blood – Car Back Seat 1 week! Full profiles: 
STR, SNP, MH Vaginal swab – 37oC 2 years! Full profiles: 

STR, SNP, MH

Chewing gum (~4‐5 days old)
Full profiles: 
STR, SNP, MH

New STR

New STR

New STR

New STR

‘Spit’ on pavement

GlobalFiler results

• 16, 17 identified in both systems
• NGS – additional ‘16’ (second donor?)

D3S1358 TPOX

• NGS – ‘8’ allele not detected with 
GlobalFiler result
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Extra Discrimination – Sequence Level

Hetero‐homozygous (as Rob calls it)
Compound heterozygous (as the rest of 

the World calls it)

Extra Discrimination – Sequence Level

‘19’ stutter (from 20 allele) different 
sequence than main ‘19’ allele

Additional Identity Information ‐ SNPs Additional information ‐MH

Will be especially used in mixture studies to help in determining # of donors! 

MH – low level 2 person mixture (‘spit’ on pavement)



8/18/2016

7

• Autosomal NGS STR profiles concordant with CE methods 
easily obtained with few minutes hands‐on effort using 
the automated Ion Chef System/Ion S5 System/Precision 
ID GlobalFiler Mixture ID Panel/Converge Software/1 ng
DNA from casework type samples
– apart from 29 aSTRs, the genotypes of 42 aSNPs and 36 MH’s 

also obtained
– RMP from the aSNPs are typically 10‐17 ‐10‐23

– Increased variation at STR loci detected and can be used
• ‘Hetero‐homozygotes’
• Stutter peak distinguished from allele peak when indistinguishable by 
CE 

• Modular RNA‐based body Fluid ID system being developed 
to be compatible for the automated Ion Chef System and 
Ion S5 System shows early promise

• MIXTURES here we come!
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The Precision ID GlobalFiler Mixture ID 
Panel is in early access development 
and not available for purchase. The 
content provided herein may relate to 
products that have not been officially 
released and is subject to change 
without notice.
For Forensic or Paternity Use Only. 
When used for purposes other than 
Human Identification the instruments 
and software modules cited are for 
Research Use Only. Not for use in 
diagnostic procedures.

Thank you for 
your 

attention!


