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Introductie

• ISO 20836:2021 ‘thermal cyclers’ is gepubliceerd door het mondiale (ISO) normalisatienetwerk in 

samenwerking met het Europese normalisatienetwerk (CEN) 

• Deze norm valt onder de verantwoordelijkheid van de internationale normcommissies:

• ISO/TC 34/SC 9 ‘Food products – Microbiology’

• CEN/TC 463 ‘Microbiology of the food chain’

• Actieve betrokkenheid van de normcommissie ‘Microbiologie van de voedselketen’ bij de 

ontwikkeling van ISO 20836, bijvoorbeeld:

• via NEN stemmen op de formele commentaarrondes (incl. indienen van verbeteringen)

• Nederlandse experts participeren in de verantwoordelijke CEN-werkgroep

• internationaal projectleiderschap door Mary Span
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Gerelateerde normen voor PCR

• Microbiology of food and animal feeding stuffs - Polymerase chain reaction (PCR) for the detection of 

food-borne pathogens:

• ISO 22174:2005 ‘General requirements and definitions’

• ISO 20837:2006 ‘Requirements for sample preparation for qualitative detection’

• ISO 20838:2006 ‘Requirements for amplification and detection for qualitative methods’

• Deze drie normen worden vervangen door de ontwikkeling van: 

• ISO/CD 22174 ‘Microbiology of the food chain - Polymerase chain reaction (PCR) for the detection and 

quantification of microorganisms - General requirements and definitions

• CEN/TC 463/WG 1 ‘General requirements relating to PCR methods’ is verantwoordelijk voor het 

opstellen van deze concept normen: 

• werkgroep van internationale experts afkomstig van overheid, bedrijfsleven en laboratoria
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https://www.iso.org/standard/81777.html


NEN-EN-ISO 20836: 
Temperatuurprestatietesten van 
thermal cyclers

Vertrouwen in laboratoriumresultaten

Mary Span



Even voorstellen

Mary Span

• Kwaliteitsmanager CYCLERtest

• Projectleider ISO 20836

• Lid van de NEN-normcommissie ‘Microbiologie van de voedselketen’

• Lid van de NEN-mirror group ‘ISO/IEC 17025’

• Lid Technische Commissie Temperatuur en Vocht (TCTV)

• Meer dan 15 jaar ervaring met thermal cycler kalibraties
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Doel van het webinar

• Waarom is ISO 20836 ontwikkeld?

• Voor welke laboratoria is ISO 20836 van toepassing?

• Hoe worden de prestatietesten uitgevoerd?

• En hoe worden de resultaten van deze prestatietesten 

getoetst?

7



Belangrijke definities

Calibration:

operation that, under specified conditions, in a first step, establishes a relation between the quantity values with 

measurement uncertainties provided by measurement standards and corresponding indications with associated 

measurement uncertainties and, in a second step, uses this information to establish a relation for obtaining a 

measurement result from an indication

Verification:

Provision of objective evidence that a given item fulfils specified requirements

Adjustment:

set of operations carried out on a measuring system so that it provides prescribed indications corresponding to given 

values of a quantity to be measured
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Bron: ISO/IEC GUIDE 99:2007 ‘International vocabulary of metrology - Basic and general concepts and associated terms (VIM)’

https://www.iso.org/standard/45324.html


Waarom is ISO 20836 ontwikkeld?

• Metrologisch herleidbare kalibratie van kritische apparatuur is een eis in:

• ISO/IEC 17025:2017 ‘General requirements for the competence of testing and calibration laboratories’

• ISO 15189:2012 ‘Medical laboratories - Requirements for quality and competence’

• Geen internationale norm voor kalibratie van thermal cyclers

• Toename in het gebruik van PCR-methoden leidde tot behoefte aan gestandaardiseerde 

kalibratiemethode voor thermal cyclers

• Zeker stellen dat de thermal cycler correct functioneert en betrouwbare testresultaten oplevert
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https://www.nen.nl/nen-en-iso-iec-17025-2018-en-242257
https://www.nen.nl/nen-en-iso-15189-2012-cor-2014-09-en-211409


Wat wil je voorkomen?

Bron: https://www.wur.nl/nl/nieuws/Onterechte-positieve-corona-testuitslagen.htm
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https://www.wur.nl/nl/nieuws/Onterechte-positieve-corona-testuitslagen.htm


Voor wie is deze norm ontwikkeld?

Doelgroep:

• ISO 17025 geaccrediteerde testlaboratoria

• ISO 17025 geaccrediteerde kalibratielaboratoria

• ISO 15189 geaccrediteerde medische laboratoria

• Niet-geaccrediteerde laboratoria

• Fabrikanten van thermal cyclers

• Fabrikanten van test kits

Toepassing van PCR-methoden in:

• agrofoodsector 

• maar ook de milieu, medische, veterinaire en forensische sector
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Beslissingsschema



ISO 20836:2021 vervangt ISO/TS 20836:2005

ISO/TS 20836 is de eerste editie:

• Gepubliceerd in 2005 als ‘Technical 

Specification’ (TS) en niet als volledige norm

• Eerste aanzet voor een internationaal 

normatief document

• Veel praktische problemen met de 

implementatie, bijvoorbeeld door de absolute 

specificatie van ± 0,5 °C 

• Veel thermal cyclers vielen buiten deze 

specificaties
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uniformity 

accuracy



• Systematische fouten

• Afwijking niet te kwantificeren

• Resultaten reagentia afhankelijk

• Onvoldoende betrouwbaar

Werkwijzen

Biochemische methode

• Geen systematische fouten

• Afwijking kwantificeerbaar

• Meetonzekerheid < 0,15 °C

• Herleidbaar naar ITS-90

• Hoge betrouwbaarheid

In-well fysische methode

• Systematische fouten

• Meetonzekerheid ±4 °C

• Resultaten buis afhankelijk

• Onvoldoende betrouwbaar

In-buis fysische methode

↓↑ ✓
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ISO/TS 20836:2005 ISO 20836:2021
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Doel van de prestatietest

Indien het doel een metrologisch herleidbare kalibratie, conformiteitstest of referentiemethode is:

• in minimaal 12,5 % van de wells meten

• metrologische herleidbaarheid tot aan niveau van de thermal cycler (dit is een eis in ISO/IEC 17025, 

ISO 15189, RvA-T018 ‘Acceptabele herleidbaarheid’)

Indien ander doel (bijvoorbeeld onderhoud door fabrikant):

• in minimaal 8 % van de wells meten

• metrologische herleidbaarheid tot aan niveau van het meetsysteem
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 

https://www.rva.nl/documenten/acceptabele-herleidbaarheid/


Meetsysteem

Sensor gebaseerd systeem:

• Multisensor

• Heated lid sensor

• Meetfrequentie minimaal 1 Hz

• Volledig reactietemperatuur bereik

• Metrologisch herleidbaarheid nodig indien kalibratie

• Resolutie ≤ 0,1 °C

• Meetonzekerheid ≤ 0,15 °C

• Massa meetkop ongeveer gelijk aan gevulde PCR-plaat

• Responstijd sensoren ≤ 1 s 
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Sensorposities

Indien metrologisch herleidbare kalibratie:

• aantal sensoren gelijk aan minimaal 12,5 % van de wells

• sensoren op hoekpunten, alle randen en centrale posities

Indien ander doel:

• aantal sensoren gelijk aan minimaal 8 % van de wells

‘Black box’-benadering:

• risico gebaseerd
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16 sensor layout - optimaal

12 sensor layout - minimaal



Meetprotocol

Representatief voor PCR:

• Voorverwarmen

• Bereik van reactietemperatuur: 

minimum-, midden- en maximumtemperatuur

• Denaturatie verwarmend, annealing koelend 

en elongatie verwarmend meten

• Minimaal 30 s per temperatuurstap

• Verwarmd deksel heter dan blok

• Universeel protocol voor alle thermal cyclers
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Resultaten

Berekende resultaten:

• Uniformiteit na 30 s

• Gemiddelde temperatuur na 30 s

• Temperatuurdeviatie na 30 s

• Gemiddelde overshoot

• Maximale overshoot

• Duur van de overshoot

• Uniformiteit tijdens maximale overshoot

• Gemiddelde verwarm-/koelsnelheid

• Maximale verwarm-/koelsnelheid

• Plateautijd
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Conformiteitstesten

ISO/IEC 17025 en ISO 15189:

• Bepalen of instrument geschikt is voor het 

beoogde gebruik 

Specificaties:

• Thermal cycler fabrikant specificaties

• PCR-kit fabrikant specificaties

• PCR-methode gebaseerde specificaties

Functionele test:

• Heetste en koudste positie
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upper specification limit

lower specification limit



Kalibratie en borging van 
thermal cyclers bij 
Wageningen Food Safety Research

Claudia Jansen

Vertrouwen in laboratoriumresultaten



Claudia Jansen, 

onderzoeker bij Nationaal Referentie Laboratorium (NRL) virussen in voedsel,

Wageningen Food Safety Research (WFSR), Wageningen University & Research,

o.a. methode-ontwikkeling en -validatie en kwaliteit binnen afdeling microbiologie

WFSR >135.000 microbiologische analyses/jaar in het kader van bronopsporing, wettelijke normen en klachten

Even voorstellen

→ groot deel analyses maakt gebruik van een apparaat voorzien van een hitteblok
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Kalibratie over de jaren

→ De meeste van onze thermal cyclers halen de fabrikantspecificaties in de praktijk niet. 
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NEN-EN-ISO 20836 (Annex C, C.1.1):

Opstellen van nieuwe eigen specificaties

2008: begonnen met jaarlijks herleidbaar kalibreren van 11 apparaten met een warmteblok (volgens ISO/IEC 17025)

→ Kwalitatieve evaluatie t.o.v. fabrikantspecificaties

→ Vergelijk apparaat t.o.v. jaar eerder (o.a. duur programma)

: afvoeren van apparaat of aanpassen temperatuurprofiel van de methode



Opstellen eigen specificaties

Voldoet de apparatuur voor het beoogde doel?

Prestaties in kaart gebracht tijdens ontwikkeling en validatie:

• Gradiënt voor cDNA-synthese en/of annealing 

• LOD, LOQ

• Reproduceerbaarheid, herhaalbaarheid, robuustheid

• Selectiviteit, specificiteit

• Juistheid

Borging met eerstelijnscontroles
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 @95C na 15 seconden

A 31,70 31,34 31,98 31,72 31,56 32,01 31,74 31,82 31,52 31,62 31,63 31,63 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B 31,65 31,34 31,90 31,64 31,65 31,89 31,59 31,24 31,51 31,73 31,62 31,93           A 95,21 95,49 95,47 95,57 95,31

C 31,76 32,08 31,50 31,48 31,75 31,35 31,88 31,63 31,68 31,47 32,03 32,01 B

D 31,76 31,69 31,83 31,57 31,54 31,71 31,71 31,48 31,81 31,72 31,83 31,67 C

E 31,87 31,44 31,54 31,47 31,53 31,36 31,69 31,74 31,64 31,73 31,53 31,71 D 95,39 95,7 95,37

F 31,47 31,81 31,72 31,70 31,90 31,79 31,36 31,57 31,51 31,47 31,73 31,72 E 95,7 95,71

G 31,40 31,73 31,88 32,05 31,78 31,35 31,52 31,38 31,58 31,54 31,73 31,45 F

H 31,51 31,49 31,99 31,55 31,70 31,81 31,70 31,49 31,88 31,55 31,71 31,64 G

H 95,22 95,46 95,45 95,5 95,27

@60C na 30 seconden

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

          A 60,35 60,35 60,5 60,51 60,51

B

C

D 60,35 60,39 60,44

E 60,39 60,45

F

G

H 60,52 60,48 60,46 60,54 60,54

@50C na 90 seconden

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

          A 50,48 50,34 50,34 50,38 50,43

B

C

D 50,38 50,24 50,35

E 50,29 50,31

F

G

H 50,41 50,36 50,37 50,43 50,44

Opstellen eigen specificaties

→ Apparatuur voldoet

Functionele test Temperatuur
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Cq-waarden



Opstellen eigen specificaties

→ Kritische punten: 

- Uniformiteit

- Juistheid

→ O.b.v. kalibratierapporten:

Specificaties op basis van data van de laatste jaren 2010-2018 

(na 2016 meetonzekerheid bij kalibratie bekend)
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Enkele temperaturen en tijden zijn van belang voor de gebruikte RT-qPCR assays

Denaturatie

RT

Annealing & extensie

PCR

Nauwkeurigheid, uniformiteit

@50 °C, 90 s
Nauwkeurigheid, uniformiteit

@95 °C, 15 s

Nauwkeurigheid, uniformiteit

@60 °C, 30 s

Activatie enzym
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Specificaties



Opstellen specificatie juistheid
Bovengrens

Apparaat 1

Apparaat 2

Apparaat 3

Apparaat 4

Variatie binnen thermoblok + 

meetonzekerheid

Juistheid50,0 °C

49,0 °C

51,0 °C

52,0 °C

48,0 °C
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Juistheid



Opstellen specificatie juistheid

GEMA = 50,06 °C 

ST DEVu = 0,40

Afwijking: 51,25 - 50,0 (MAXA - 50 °C) = 1,25

50,0 - 48,87 (50 °C - MINu) = 1,13

MAXA = 50,06 + (3 × 0,40) = 51,25

MINA = 50,06 - (3 × 0,40) = 48,87
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Bovengrens

Apparaat 1

Apparaat 2

Apparaat 3

Apparaat 4

Variatie binnen thermoblok + 

meetonzekerheid

50,0 °C

49,0 °C

51,0 °C

52,0 °C

48,0 °C
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Opstellen specificatie juistheid

Juistheid



Samenvattend:

MAXU Waarde op basis van historische data (8 jaar) gemeten met 15 punten in het blok: 1,25

MOU Waarde op basis van meetonzekerheid van de laatste 3 jaar: ±0,35

Specificatie qPCR thermal cycler voor 50 °C = ±1,60 °C

GEM. MOA = 0,35

2016 0,34 0,35 0,40 0,32 0,33 0,33 0,36 0,36 0,36 0,34

2017 0,34 0,40 0,39 0,32 0,34 0,34 0,35 0,33 0,35 0,33

2018 0,33 0,35 0,38 0,34 0,35 0,33 0,36 0,34 0,36 0,34

6 7 8 9 10

Apparaat

50°C 1 2 3 4 5
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Specificatie juistheid: meetonzekerheid



Bovengrens

Apparaat 1

Apparaat 2

Apparaat 3

Apparaat 4

Variatie binnen thermoblok + 

meetonzekerheid

Juistheid50,0 °C

49,0 °C

51,0 °C

52,0 °C

48,0 °C

51,6 °C

48,4 °C
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Opstellen specificatie juistheid



Alle cyclers

Alle jaren

Alle relevante temperaturen
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Uniformiteit thermal cycler

Specification 

temperature

Specification 

time

Specification 

limits accuracy

Specification 

limits uniformity

50 °C 90 s ±1,6 °C 

(1,25+0,35)

< 0,9 °C 

(0,68+0,25)
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Conclusie

→ Jaarlijks herleidbare kalibratie van alle apparaten

Fabrikantspecificaties in praktijk niet haalbaar → apparatuur voldoet wel voor beoogd doel!!

→ Eigen specificaties opgesteld o.b.v. reële prestaties voor alle thermal cyclers en relevante temperaturen 

binnen het laboratorium

NEN-EN-ISO 20836 (Annex C, C.1.1):

Wageningen Food Safety Research (WFSR)



Toelichting op 
NEN-normcommissies 

Laura Mout

370 009 ‘Microbiologie van de voedselketen’



NC ‘Microbiologie van de voedselketen’
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Samenstelling:

→ Deskundige groep van specialisten en

generalisten: circa 40 organisaties

→ Leden afkomstig van: overheid, 

laboratoria, bedrijfsleven, wetenschap

→ NEN als onafhankelijk secretariaat

Toegang tot:

→ Nationaal netwerk

→ Internationale groepen van experts

→ Concept normen inclusief meerdere

inhoudelijke commentaarrondes

→ Bepalen van het Nederlandse standpunt

Referentiemethoden, bijvoorbeeld: 

Campylobacter

Listeria

Salmonella

gisten en schimmels

virussen

Algemene normen, onder andere:

challenge testen 

PCR

monstervoorbereiding

validatie en verificatie van methoden 

Whole Genome Sequencing (WGS)

Normcommissie



Mogelijk relevante normcommissies

• Microbiologie van de voedselketen (370 009)

• Publieke commentaarronde: NEN-EN-ISO 22174 Ontw. ‘Microbiology of the food chain - Polymerase chain reaction (PCR) for 

the detection and quantification of microorganisms - General requirements and definitions’

• Publieke commentaarronde: NEN-EN-ISO 7218 Ontw. ‘General requirements and guidance for microbiological examinations’

• Watermicrobiologie (390 020 06)

• Start nieuw normontwikkelingstraject: ISO/TS 16099 ‘Water quality - Polymerase chain reaction (PCR) for the detection and 

quantification of microorganisms - Quality control and validation of molecular methods’ 

• Ecologie (390 020 05)

• Publieke commentaarronde: NEN-EN 17805 Ontw. ‘Water sampling for capture of macrobial environmental DNA in aquatic 

environments’

• In Vitro Diagnostica (301 086)

• Opvolgen publieke commentaarronde voor: NEN-EN-ISO 15189 Ontw. ‘Medical laboratories - Requirements for quality and 

competence’
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https://www.nen.nl/normcommissie-microbiologie-van-de-voedselketen
https://www.nen.nl/normcommissie-microbiologische-parameters
https://www.nen.nl/normcommissie-ecologie
https://www.nen.nl/normcommissie-ivd


Tijd voor vragen




