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Understanding Sample Crossing 
 Points*

• In an amplification reaction, the cycle at which the 

 fluorescence of a sample rises above the background 

 fluorescence is called the “crossing point (Cp)”

 
of the 

 sample. 
• A sample’s Cp depends on the initial concentration of 

 nucleic acids in the sample. 
• A sample with a lower initial concentration of target nucleic 

 acids requires more amplification cycles to reach the Cp. 
• A sample with higher concentration requires fewer cycles. 

 How Cp values are used in a quantification analysis 

 depends on the type of analysis.

*LC480 Operator’s manual, Section 4.2.1.
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Understanding Sample Crossing Points

• When LC480 assigns a crossing‐point to the 
 sample it is interpreted as “reactive”

• Visual inspection of amplification curves is 
 recommended to confirm the true Cp status

• “reactive”
 

can be
– positive
– negative
– inconclusive (LC480 Software also uses the term 

 ”uncertain”)
– suspicious
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Sample Set #1 – 48 Sockeye smolt
 

hearts 
 VT10042011_October 12 2011
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Sample Set #1 ‐
 

screening test –
 

segment 8 – Oct 6

Controls ‐

 

tested in duplicates 
Two positive controls (European and North American genotypes), each tested in duplicate– all positive controls were positive as expected.
NTC (no template control ) ‐ NTC was negative in duplicate.
Samples ‐

 

tested in duplicates
46 samples reported negative
Sample #26 reported positive, mean Cp 29.82 ‐ a weak positive in my opinion ‐my recommendation would have been to re‐test.
Sample #36 reported positive, mean Cp 30.86 ‐ sample #36 was positive only once , report didn’t indicate  1 of 2 was negative.

Positive 

 
controls

#36

#26
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Sample Set #1 ‐
 

probe 52  genotyping test –
 

segment 6 

Controls ‐

 

tested in duplicates 
Two positive controls (European and North American genotypes), each tested in duplicate–positive control for the European genotype (ADL) was 
positive in duplicate as expected and positive control for the North‐American genotype (NBI) was negative in duplicate as expected.
NTC (no template control) ‐ NTC was negative in duplicate.
Samples ‐

 

tested in duplicates 
#26 reported positive in duplicate , mean Cp 32.7 ‐ the shape of curves is too “flat” and not indicative of true positives  ‐ recommendation would 
have been to re‐test
#36 reported positive in duplicate , mean Cp 33.21 ‐ the shape of curves is too “flat” and not indicative of true positives ‐ recommendation would 
have been to re‐test

ADL Pos controls

#36
#26
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Sample Set #1 ‐
 

probe 82  genotyping test –
 

segment 6

Controls ‐

 

tested in duplicates 
Two positive controls (European and North American genotypes), each tested in duplicate–positive control for the European genotype (ADL) was 
negative in duplicate as expected and positive control for the North‐American genotype (NBI) was positive in duplicate as expected.
NTC (no template control) – reported negative – however, the software called one NTC well negative, one “reactive” Cp 36.68‐ well H1 – not 
reported – when NTC reacts a test is typically considered invalid. My interpretation of NTC “reactivity” would be negative, but  software called it as 
call based on 2nd Derivative Maximum method.
Samples‐

 

tested in duplicates 
#26 reported negative ‐ 1 of 2 #26 was “uncertain” with Cp 37.23 – not reported – call based on 2nd Derivative Maximum method ‐my 
interpretation negative.
#36 negative as expected.
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Sample Set #2‐
 

20 Sample ‐
 

Sockeye, Chinook, & Coho 
 Hearts and Gills_VT10142011_October 20 2011
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Sample Set #2‐
 

screening test –
 

segment 8

Controls ‐

 

tested in duplicates
Two positive controls (European and North American genotypes), each tested in duplicate– all positive controls were positive as expected.
NTC (no template control ) ‐ NTC was negative in duplicate.
Samples ‐

 

tested in duplicates
17 samples reported as negative
#58, one of two reported positive, Cp 33.61 –my interpretation ‐ negative
#60, two of two reported positive, mean Cp 32.99  ‐ in my opinion one was weak positive, almost  inconclusive, one positive
#67, one of two reported positive, Cp 33.77, ‐ inconclusive in my opinion ‐ recommendation would have been to re‐test.

Pos controls

#58

#60
#67
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Sample Set #2‐

 
Genotyping Run 1 – probe 52 segment 6

Controls ‐

 

tested in duplicates 
Two positive controls (European and North American genotypes), each tested in duplicate–positive control for the European genotype (ADL) was 
positive in duplicate as expected and positive control for the North‐American genotype (NBI) was negative in duplicate as expected.
NTC (no template control) ‐ NTC was negative in duplicate.
Samples ‐

 

tested in duplicates 
#58, reported positive, Cp 33.06  ‐ weak reactors ‐ retest
#60, reported negative.
#67, reported negative.
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Pos controls

#58



Sample Set #2‐

 
Genotyping Run 1 – probe 82 segment 6

Controls ‐

 

tested in duplicates 
Two positive controls (European and North American genotypes) were each tested in duplicate. Positive control for the European genotype (ADL) was 
positive in duplicate (not expected) and positive control for the North‐American genotype (NBI) was positive in duplicate as expected.
NTC (no template control) – reported negative – however, the software called reactive in duplicate, Cp 37.16 and 25.21– not reported – when NTC 
reacts a test is typically considered invalid. My interpretation of NTC “reactivity” would be negative, but  software called it as call based on 2nd
Derivative Maximum method.
Samples‐

 

tested in duplicates 
#58 – negative
#60 ‐ reactive in duplicate (Cp 24.60 and 34.89) ‐My interpretation of “reactivity” would be “negative”, a software artefact, not reported?
#67 ‐ 1 of 2 reactive (Cp 38.59) ‐My interpretation of “reactivity” would be “negative”, a software artefact, not reported?  11

Pos controls, 
NA genotype Pos controls, 

European 

 

genotype

#60
#67

NTC



Sample Set #2‐

 
Genotyping Run 2 – probe 52 segment 6

Controls ‐

 

tested in duplicates 
Two positive controls (European and North American genotypes) were each tested in duplicate. Positive control for the European 
genotype (ADL) was positive in duplicate as expected and positive control for the North‐American genotype (NBI) was negative in 
duplicate as expected.
NTC (no template control) ‐ NTC was negative in duplicate.
Samples ‐

 

tested in duplicates 
‐All samples were negative  for European genotype in run 2 –

 

sample #58 was reported positive based on the first run 12

Pos controls, 
European genotype



Sample Set #2‐

 
Genotyping Run 2 – probe 82 segment 6

Pos controls, 
NA genotype

Pos controls, 
European 

 

genotype

#58 #67

Controls ‐

 

tested in duplicates 
Two positive controls (European and North American genotypes) were each tested in duplicate. Positive control for the European genotype (ADL) was 
positive in duplicate (not expected) and positive control for the North‐American genotype (NBI) was positive in duplicate as expected.
NTC (no template control) –negative 
Samples‐

 

tested in duplicates 
All samples were reported negative ‐ software assigned CPs to  sample #58 (1 of 2) and sample 67 (1 of 2). In my opinion these samples are negative, 
but this was not reported.
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Conclusions

• 2nd
 

Derivative Maximum method used for calls to 
 classify samples as pos/neg/sus

– Advantage – minimal user input
– Disadvantage – can generate false reactors and 

 doesn’t allow baseline adjustments
• Indiscriminate use of the 2nd

 
Derivative Maximum 

 method for data analysis responsible for most 
 errors

• Reporting contradictions for control aberrations 
 noticed

• AVC report validity compromised
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