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PROGRAM

1. Ulike typer resultatanalyser
e Innledning
e Eksempler

2. Prosedyre for usikre resultater
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1. ULIKE TYPER RESULTATANALYSER
INNLEDNING

e Operatgrfeil - det finnes ulike arsaker til slike feil.
Bakenforliggende arsaker er ofte vanskelige a identifisere.

e Fgrste steg i all problemlgsing er a sjekke protokollen og repetere
prosedyren.

e A sjekke protokollen og be en erfaren molekylaerbiolog om & ga
giennom prgveplanen er et viktig tiltak.



2. ULIKE TYPER RESULTATANALYSER
EKSEMPLER

Nr.

Problem

Vedlegg (f.eks. bilder,
diagrammer, skjermbilder)

Mulige arsaker

Lgsninger

Vedlegg (f.eks. bilder,
diagrammer, skjermbilder)

Signal i negativ kontroll
(NK) eller negative
prover.

Forurensning av testbrgnner
og/eller kontrollbuffer ved positiv

kontroll (PK) og/eller positiv prgve.

Ikke sterile arbeidsforhold.

Bruk desinfeksjonsmidler for 3
fjerne forurensning fra
arbeidsflater, stativer, pipetter
og andre redskaper du bruker i
arbeidet.

Bruk medisinske hansker og
steriliser dem fgr du handterer
testsettet.

Bruk en UV-lampe for a
sterilisere arbeidsomradet.

Legg provene i riktig rekkefglge
(1. NK, 2. Prover, 3. PK). Lukk
prevergrene straks etter at du
har tilsatt blandingen.
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Apne SAVD-bufferne med
prevemateriale og PK naert opptil
tidspunktet for bruk.

Spissene ble ikke byttet under
tilsetting av NK, PK og prgver i
testbrgnnene.

Bruk ny spiss for hver ny prgve,
NK og PK. Kast brukt spiss i
egnet beholder for medisinsk
avfall.

Forurensning av pipette.

Rengjgr pipetten med
desinfeksjonsmiddel og
papirhandkle, seerlig skaftet.

Plasser pipetten under UV-lys i
40 minutter.

Bruk engangs filterspisser.

Manglende eller darlig
signal og uvanlig form fra
positiv kontroll (PK)

PK suspendert i feil buffer eller med
feil fortynningsforhold.

Sjekk at PK ble tilberedt pa riktig
mate i samsvar med
brukerhandboken.

Bruk et annet PK-rgr fra samme
settet.

De frysetgrkede reagensene
er ikke fullstendig oppl@st.

Pass pa at de frysetgrkede
reagensene i PK er fullstendig
oppl@st ved a pipettere Igsningen
forsiktig flere ganger.

Bruk et annet PK-rgr fra samme
settet.

Manglende signal fra RNA-
prgver (kommersielt

eller referanse-RNA-
materiale)

Manglende forvarming eller feil
temperatur for omvendt
transkripsjon i termosykling-
profilen.

Sjekk termosyklingprofilen og
pass pa at termosykling-
profilen er i samsvar med
brukerhandboken.
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Ikke noe signal fra annet
kommersielt syntetisk
RNA-virusmateriale.

Det kommersielle produktet
inneholdt bare RNA-
virusfragment (gen) som
testen ikke kunne gjenkjenne.

Pass pa at det kommersielle
virusmaterialet inneholder
genmateriale som kan gjenkjennes
av testen eller som inneholder
hele virusgenomet.

For lav (eller hgy) konsentrasjon av
RNA-virus i kommersielt materiale.

Sjekk reaksjoner med en serie pa
10 ganger fortynning av

kommersielt virusmateriale for a
velge den riktigste fortynningen.

Resultatet av testen
samsvarer ikke med
referansemetoden.

Feil referansemetode.

Pass pa at referansemetoden for
testen er i samsvar med
brukerhandboken.

Stort avvik i testtiden
sammenliknet med RT-PCR-testen.

Det er brukt en annen penseltype i
referansemetoden for innsamling
av pregvemateriale enn i testen.

Det er brukt en annen metode for
innsamling av prgvemateriale (dvs.
en annen referansemetode) enn i
SAVD-testen.

Bruk penseltypen som er
anbefalt i brukerhandboken.

Utfgr testene og med samme
prgve innenfor kort tid.

Far svakere signal fra
samme prgve

Anbefalt lagringsforhold for prgve
ikke overholdt.

Lagre prgvene i et kjgleskap eller
en beholder med kjglere.

Nedbryting av virusmateriale
i gammel prgve og langtidslagret
pregve (aldring av prgve).

Ta i bruk prgvene og utfgr
testene sa raskt som mulig.
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9 | Intet signal fra en prgve Prgve ikke tatt fra halsen Bruk prgvetypen som er anbefalt i
fra en symptomatisk (nasofarynks, nese osv.) brukerhandboken.
person Forekomst av rensemidler og Tilsett 10 ul av prgvefortynningen
resterende forbindelser fra og 40 ul normaliseringsbuffer i
kildemateriale eller prgvergret.
kroppsvaesker. Hgy konsentrasjon
av inhibitorer fra prgven kan Utvid reaksjonssyklusene til 45
hemme reaksjonen. omganger.
Feilaktig fortynnet prgve i Lag ny fortynning av prgven i
normaliseringsbufferen. normaliseringsbufferen.
Darlig prgvekvalitet, for lite Tilsett 50 ul av prgven direkte i
genmateriale i prgven. SAVD-testbrgnnen (uten fortynning
i normaliseringsbufferen).
10 | Ufullstendig Ct-verdiene i parallellene kan ha Vaer oppmerksom ved pipettering
reproduserbarhet gkende variasjon pga. upresis og @v pa teknikken.
mellom prgveparalleller pipettering eller darlig
laboratorieteknikk.
11 | Gjentatte tester med Feil rekkefglge for tilsetting av prgver, | Serg for at du tilsetter prgver, PK

samme prgve gir ulike
resultater.

NK og PK i prgvergrene.

og NK i riktig rekkefglge. Planlegg
oppsettet for prgvene, PK og NK
for testing.

Hold arbeidsomradet rent. Fjern
prgver og kit som du ikke trenger,
fra arbeidsomradet.

Blanding av rekkefglgen for
plassering av prgvergrene i
termosykler blokken.

Planlegg oppsettet for prgvene, PK
og NK fgr arbeidet begynner.
Plasser prgvergrene pa bordet

i samme rekkefglge som de
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vil bli satt inn i termosykler-blokken.

Brgnner for PK og NK ble ikke valgt
og/eller prgvergrene var ikke
merket som prgver i plateinn-
stillingene for termosykleren.

Sett opp termosykler-platen i
samsvar med prgvene, PK og NK
slik de er plassert i termosykler-
blokken.

12

Ingen signaler fra utfgrte
tester.

Uriktige og uvanlige
forsterkningskurver
fra utfgrte tester.

RFU

Utskifting/ombytting av
kontrollbuffer og
normaliseringsbuffer.

Den spesifiserte bruken av buffere
skal ikke endres. Fglg
brukerhandboken.

Blanding/ombytting av
komponenter i forskjellige
testsett.

Arbeid med ett sett om gangen
eller sett som har samme LOT.
Pass pa a ikke blande sammen
komponentene (NK, PK, buffere,
prevergr, penseltype og
prgvebuffer) mellom ulike sett.

Bruk av en annen buffer for a
lagre prgven enn det som er
anbefalt for testsettet.

Arbeid med ett sett om gangen
eller sett som har samme LOT.
Pass pa a ikke blande sammen
komponentene (NK, PK, buffere,
provergr, penseltype og
provebuffer)

mellom ulike sett.

Lagringsforholdene for
komponentene i settet var ikke i
samsvar med kravene.

Sjekk at lagringsforholdene for
testsettkomponentene

er i samsvar med kravene angitt
pa forpakningen.

Hgy omgivelsestemperatur

og/eller varme prgver og prgvergr.

Arbeid med settet i en
omgivelsestemperatur under
25°C, fortrinnsvis 20°C.
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Amplification

RFU
g

Amplification

Bruk kjgleblokker under
arbeidet med prgvergrene pa
bordet.

Sjekk at lagringsforholdene for
komponentene er i samsvar
med kravene angitt pa
forpakningen.

RFU
M
&

Feil profilinnstilling for
termosykleren.

Sjekk at profilinnstillingen for
termosykleren er i samsvar med
handboken.

Ampiification

Valg av feil fargestoff i
plateinnstillingene for
termosykleren.

Sjekk at plateinnstillingen for
termosykleren er i samsvar med
handboken.

RFU
N
8

Frysetgrket reagens i
prgvergrene ble ikke
fullstendig oppl@st i bufferen.

Pipetter blandingen i PCR-rgret
minst fem ganger til den
frysetgrkede reagensen er helt
opplgst i bufferen.

Ulikt vaeskevolum i prgvergrene.

For lite eller for mye vaeske i
prgvergrene.

Vaer ngyaktig nar du pipetterer
blandingen i prgvergrene.

Bobler i prgvergret.

Pipetter blandingen sakte opp i
provergret. Ta ikke hele
blandingen ut av prgvergret
under blandingen. lkke tving
bobler fra spissen og inn i
prgvergret med blandingen.

Sma bobler festet til
prgvergrsveggen vil forsvinne
under prgvekjgringen.
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Stgrre bobler som dekker
mesteparten av overflaten, vil ikke
forsvinne.

Du kan bruke sentrifuge for PCR-
stripe for a fjerne bobler.

Sentrifuger i minimum 10 sekunder.

Prgvergr bergrt med
ubeskyttede hender er
forurenset.

Bruk alltid medisinske hansker
under arbeid med testsettet. Bruk
av desinfiserende produkter basert
pa etanol anbefales for
desinfisering av arbeidsomradet,
utstyr og hansker. lIkke begynn
arbeidet fgr all etanol er
fordampet. Alt utstyr

og hansker ma veere tgrre.

Bergring av innsiden av lokket til
progvergret.

Unnga a bergre innsiden av
prgvergret, bade lokket og
brgnndelen.

Prgvergrene hadde merke
som forarsaket signal.

Pass pa at lokket og veggene i
rerene er gjennomsiktige. Ethvert
merke kan forstyrre signalet som
registreres av termosykleren.

Prgvergrene kollapset under
trykket fra termosyklerens
varmelokk.

Fyll alle brgnnene i termosykleren
jevnt med nye eller brukte rgr.

Prgvergrene var ikke helt
lukket.

Pass pa a lukke alle prgvergrene
fullstendig. Sjekk fgrste gang etter
tilsetting av blandingen i
prevergret og en andre gang
etter & ha plassert prgvergrene i
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Termosykler-blokken. Overflaten pa
alle lukkede prgvergr skal vaere
flat.

Fordamping av blandingen under
kjgring av PCR.

Pass pa a lukke alle prgvergrene
fullstendig. Sjekk fgrste gang etter
tilsetting av blandingen i
prevergret og en andre gang etter
at pregvergrene er plassert i
termosykler-blokken. Overflater pa
alle lukkede prgvergr skal vaere
flate.

Termosykler-blokken er ikke
tilpasset 0,1 ml prgvergr.

Bruk adapterblokk for 0,1 ml rgr,
eller bruk termosykler med blokk
for 0,1 ml rgr.

Rester av etanol som ikke er
fordampet etter fjerning av
forurensning i arbeidsomradet.

Ikke begynn arbeidet fgr etanolen
er fordampet. Alle overflater, alt
utstyr og hansker

ma veere tgrre.

Prgver, PK og prevergr utsatt for
UV-lys.

Hvis du steriliserer arbeidsomradet
med UV-lys, ma du passe pa a
beskytte komponentene i
testsettet og prgvene mot straling.
Du ma ikke arbeide mens UV-lyset
er pa.

13

Bio-Rads
termosykler-program
har problemer med
signalbehandlingen.

RFU

1000

B00 e e e

Det er problemer med
signalbehandlingen i
programvaren for
termosykleren.

| vindu med Bio-Rads radatafil
velger du “Settings” > “Baseline
settings” pa menylinjen.

1000

RFU
N

500
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Amplification
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Amplification
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100
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Amplification
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Cycles

Hgyt bakgrunnssignal fra negativ
prgve og negativ kontroll.

Pass pa at alternativene
“Baseline Subtracted Curve Fit”
og “Apply Fluorescence Drift.
Correction” er pa.

Amplification

RFU
g

] 5 0 5 2 5 30
Cycles

Amplification

Cycles

Amplification

RFU
g

Cycles

| vindu med BioRads radatafil
velger du “Settings” > “Cycles to
Analyze...”

pa menylinjen.

Amplification

] 5 10 15 20 25 30
Cycles
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| det nye vinduet som vises, setter _

E du inn syklusnummeret som Bt
R e analysen skal starte pa. | denne e o L
; . o syklusen tilbakestiller programvaren * _
. : kurven til horisontal posisjon og w0l : :
°1 = e 1'5@:'“20 e ] korrigerer alle B I ]

forsterkningsavmerkinger.

Amplification
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Ampiification

Amplification

180 R} 180 //y/’/ B
L ow Bo100 Foe i , / .........
50 - EaE 1 0 /,/
o u:u—: — e -~gi~\w 1 . e
14 | Kurven faller fra Det er ikke ngdvendig med noen
begynnelsen til null tiltak sa lenge Ct ikke er pavirket.
fluorescens i de neste -
trinnene - revehale. S
100 “\ :
[} - — —
15 | Nedadgaende Det er ikke ngdvendig med noen
v \‘~—/ . o . o .
eller krum = AR tiltak sa lenge Ct ikke er pavirket.
fluorescenskurve. . - ,
o ,'/ T
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3. PROSEDYRE FOR USIKRE RESULTATER

Er resultatet usikkert, anbefales det a gjgre
folgende:
1. Gjenta kj@ringen pa samme prgve
2. Hvis den gjentatte kjgringen fremdeles
ikke gir et klart resultat, anbefales det a
ta en ny pregve — en ny prgvetaking og ny
testkjogring.
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3. SPORSMAL OG SVAR

Denne veiledningen er oversatt til norsk av NordicDx AS:
https://nordicdx.no/kontakt/
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