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DIN EN ISO 20836:2022-05

Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 20836:2021) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 463 ,Mikrobiologie der Lebensmittelkette”
erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-06 AA ,Mikrobiologie der
Lebensmittelkette” im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen
Dokumente hingewiesen:

ISO 20837 siehe DIN EN ISO 20837

ISO 20838 siehe DIN EN ISO 20838

ISO 22174:2005 siehe DIN EN ISO 22174:2005-05
ISO/IEC 17025:2017 siehe DIN EN ISO/IEC 17025:2018-03

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument kénnen tiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Anderungen

Gegeniiber DIN ISO/TS 20836:2005-10 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) der Anwendungsbereich wurde auf Thermocycler und Real-Time-Thermocycler erweitert;
b) der Dokumenttyp wurde von ISO/TS in eine ISO-Norm geandert;

c) das Verfahren zur physikalischen Leistungspriifung wurde genauer beschrieben und das Verfahren zur
biochemischen Leistungspriifung wurde herausgenommen;

d) eswurden Informationen flir Labore hinsichtlich ISO/IEC 17025 aufgenommen;
e) das Verfahren zur Leistungspriifung wurde an ISO/IEC 17025 angepasst;
f) eine Konformitatspriifung wurde hinzugefiigt;

g) in Anhang C wurden zwei Verfahren zur Festlegung von auf PCR-Verfahren basierenden Spezifikationen
hinzugefiigt;

h) redaktionelle Uberarbeitung der Norm.
Friihere Ausgaben

DIN ISO/TS 20836: 2005-10
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 20837, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
zum Nachweis von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln — Anforderungen an die
Probenvorbereitung fiir den qualitativen Nachweis

DIN EN ISO 20838, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
zum Nachweis von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln — Anforderungen an Amplifikation und
Nachweis bei qualitativen Verfahren

DIN EN ISO 22174:2005-05, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) zum Nachweis von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln — Allgemeine Anforderungen und
Begriffe (1S0 22174:2005); Deutsche Fassung EN 1SO 22174:2005

DIN EN ISO/IEC 17025:2018-03, Allgemeine Anforderungen an die Kompetenz von Priif- und
Kalibrierlaboratorien (ISO/IEC 17025:2017); Deutsche und Englische Fassung EN ISO/IEC 17025:2017
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EUROPAISCHE NORM EN ISO 20836
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Dezember 2021

1CS07.100.30 Ersetzt CEN ISO/TS 20836:2005

Deutsche Fassung

Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln —
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
zum Nachweis von Mikroorganismen—
Temperaturleistungsprufung fiir Thermocycler
(ISO 20836:2021)

Microbiology of the food chain — Microbiologie de la chaine alimentaire —
Polymerase chain reaction (PCR) Réaction de polymérisation en chaine (PCR)
for the detection of microorganisms — pour la recherche de micro-organismes —
Thermal performance testing of thermal cyclers Essais de performance thermique des thermocycleurs
(IS0 20836:2021) (ISO 20836:2021)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 19. November 2021 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europiischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand
befindliche Listen dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim CEN-CENELEC-Management-
Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzdsisch). Eine Fassung in einer anderen
Sprache, die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem
Management-Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, Estland, Finnland,
Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen,
Osterreich, Polen, Portugal, der Republik Nordmazedonien, Ruménien, Schweden, der Schweiz, Serbien, der Slowakei, Slowenien,
Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

CEN-CENELEC Management-Zentrum: Rue de la Science 23, B-1040 Briissel
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 20836:2021) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 463 ,Mikrobiologie der Lebensmittelkette”
erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroéffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Juni 2022, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Juni 2022 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument ersetzt CEN ISO/TS 20836:2005.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders gerichtet werden. Eine vollstindige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN
abrufbar.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu libernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, die
Republik Nordmazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien,
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien,
Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 20836:2021 wurde von CEN als ENISO 20836:2021 ohne irgendeine Abédnderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler
Normungsinstitute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
tiblicherweise von Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit
ISO stehen, nehmen ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen
eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die
unterschiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses
Dokument wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der 1SO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet
(siehe www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
kénnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und bedeutet
keine Anerkennung.

Fiir eine Erlduterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitétsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundsatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) bertiicksichtigt, siehe www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34, Food products, Unterkommitee SC9,
Microbiology, in Zusammenarbeit mit dem Europdischen Komitee fiir Normung (CEN), Technisches Komitee
CEN/TC 463, Mikrobiologie der Lebensmittelkette in Ubereinstimmung mit der Vereinbarung zur technischen
Zusammenarbeit zwischen ISO und CEN (Wiener Vereinbarung) erarbeitet.

Die erste Ausgabe dieser Internationalen Norm ersetzt die erste Ausgabe der Technischen Spezifikation
(ISO/TS 20836:2005), die technisch iiberarbeitet wurde. Die wesentlichen Anderungen im Vergleich zur
Vorgédngerausgabe sind folgende:

— der Anwendungsbereich wurde auf Thermocycler und Real-Time-Thermocycler erweitert;

— das Verfahren zur physikalischen Leistungspriifung wurde genauer beschrieben und das Verfahren zur
biochemischen Leistungspriifung wurde herausgenommen;

— es wurden Informationen fiir Labore hinsichtlich ISO/IEC 17025 aufgenommen;
— das Verfahren zur Leistungspriifung wurde an ISO/IEC 17025 angepasst;
— eine Konformitatspriifung wurde hinzugefiigt;

— in Anhang C wurden zwei Verfahren zur Festlegung von auf PCR-Verfahren basierenden Spezifikationen
hinzugefigt.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders  gerichtet werden. Eine vollstindige Auflistung dieser Institute ist unter
www.iso.org/members.html zu finden.
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Einleitung

Dieses Dokument ist Teil einer Gruppe Internationaler Normen unter dem allgemeinen Titel Microbiology of
the food chain — Polymerase chain reaction (PCR) for the detection of food borne pathogens:

— IS0 22174, General requirements and definitions;

— IS0 20837, Requirements for sample preparation for qualitative detection;

— IS0 20836, Thermal performance testing of thermal cyclers;

— IS0 20838, Requirements for amplifications and detection for qualitative methods.

Dieses Dokument beschreibt ein Verfahren zur Leistungspriifung von Standard-Thermocyclern und Real-
Time-Thermocyclern, mit dem Labore beurteilen konnen, ob der verwendete Thermocycler fiir den
vorgesehenen Einsatz geeignet ist und die vom Labor festgelegten Spezifikationen erfiillt.

Das beschriebene Verfahren basiert auf einem physikalischen Verfahren, bei dem in blockbasierten
Thermocyclern direkt im Thermocyclerblock und in Thermocyclern auf Heizkammerbasis in den Rohrchen
gemessen wird. Das beschriebene Verfahren liefert eine Messunsicherheit, die ausreichend niedrig ist, um

einen sinnvollen Vergleich mit den Spezifikationen zu ermdglichen.

Dariiber hinaus erfillt das Verfahren die Kriterien eines metrologisch rickfithrbaren Kalibrierungs-
verfahrens, wenn es von Laboren angewendet wird, die ISO/IEC 17025 entsprechen.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt Anforderungen an die Installation, Instandhaltung, Temperaturkalibrierung und
Temperaturleistungspriifung von Standard-Thermocyclern und Real-Time-Thermocyclern fest. Es ist
anwendbar fiir den Nachweis von Mikroorganismen sowie alle anderen Anwendungen in der
Lebensmittelkette mithilfe von Verfahren, die auf einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruhen.

Dieses Dokument wurde fiir Lebensmittelpriifungen erstellt, ist aber auch in anderen Bereichen anwendbar,
in denen Thermocycler benutzt werden (z. B. Umwelt, menschliche Gesundheit, Tiergesundheit, forensische
Tests).

2 Normative Verweisungen
Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt

nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlielich aller Anderungen).

ISO/IEC Guide 98-3:2008, Uncertainty of measurement — Part 3: Guide to the expression of uncertainty in
measurement (GUM:1995)

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

[SO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— IS0 Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp
— IEC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/

3.1 Polymerase-Kettenreaktion

3.1.1

Polymerase-Kettenreaktion

PCR, en: polymerase chain reaction

enzymatische Reaktion, mit der eine In-vitro-Vervielfaltigung (Amplifikation) von DNS durchgefiihrt werden
kann

[QUELLE: ISO 22174:2005, 3.4.1]

3.1.2

PCR-Verfahren

auf der PCR-Technik (3.1.1) basierendes Priifverfahren

Anmerkung 1 zum Begriff:  Beispiele sind unter anderem PCR, quantitative Real-Time-PCR (qPCR), Reverse-
Transkription-PCR (RT-PCR) und quantitative Reverse-Transkription-Real-Time-PCR (RT qPCR).
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3.2 Thermocycler

3.21

Thermocycler

Gerdt, das festgelegte Erhitzungs- und Kiihlzyklen automatisiert durchfiihren kann, die fiir eine PCR (3.1.1)
oder Real-Time-PCR notwendig sind

Anmerkung 1 zum Begriff: Beim Thermocycler kann es sich um einen blockbasierten Thermocycler oder einen
Thermocycler mit (individueller) Reaktionskammer handeln.

[QUELLE: ISO 22174:2005, 3.4.20, modifiziert — ,oder Real-Time-PCR“ und Anmerkung1l zum Begriff
wurden hinzugefiigt und in der Deutschen Fassung wurde die Benennung von ,PCR-Gerat" zu ,, Thermocycler”
gedndert]

3.2.2

Reaktionsblock

beheizter und gekiihlter Metallblock, in den die PCR-Reaktionsgefdfie mit dem PCR-Reaktionsgemisch
eingebracht werden kénnen

Anmerkung 1 zum Begriff:  Der Block kann mittels einer Reihe von Technologien erhitzt und gekiihlt werden; dabei
wird die Peltier-Erwdrmung und -Kithlung am haufigsten eingesetzt.

3.2.3

Reaktionskammer

beheizte und gekiihlte Kammer, in die die PCR-Reaktionsgefdfde mit dem PCR-Reaktionsgemisch direkt oder
in einen Rotor eingebracht werden kdnnen

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Kammer kann mittels einer Reihe von Technologien erhitzt und gekiihlt werden; dabei
wird die Lufterwdrmung und -kiihlung am héufigsten eingesetzt.

3.24

beheizter Deckel

beheizte Abdeckung des Thermocyclers (3.2.1), die bei blockbasierten Thermocyclern auf Reaktionsréhrchen
eingesetzt wird, um zu verhindern, dass sich Kondensat des Reaktionsgemisches im Inneren des Deckels des
Reaktionsréhrchens oder auf der Abdichtung ansammelt oder das Reaktionsgemisch aus dem
Reaktionsrohrchen verdampft, und die Druck auf die Réhrchen ausiibt, um einen ordnungsgemafien
thermischen Kontakt zu gewahrleisten

3.25

PCR-Temperaturprotokoll

fiir die PCR (3.1.1) erforderliche Heiz- und Kiihlzyklen, die typischerweise aus Denaturierungs-, Annealing-
und Verldngerungstemperaturschritten bestehen, die typischerweise 30 bis 45 Mal wiederholt werden

Anmerkung 1 zum Begriff: Bei bestimmten PCR-Verfahren (3.1.2) wird ein zweistufiges Temperaturprotokoll
verwendet, bei dem Annealing und Verldngerung zu einem Schritt kombiniert werden.

3.3 Temperatureigenschaften
3.3.1
Temperaturprofil eines Thermocyclers

durch Messungen in festgelegten Zeitabstdnden erzielte Temperaturverlaufskurve

Anmerkung 1 zum Begriff:  Eine Beispielkurve fiir ein Temperaturprofil eines Thermocyclers ist in Anhang D zu finden.
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3.3.2
Temperatur in °C des Sensors i bei Zeit tin s

3.3.3
festgelegte Temperatur
T,

set
programmierte Zieltemperatur, die erreicht werden soll, in °C

3.34
durchschnittliche Temperatur
Tavg
N Ti(t)
The(t) = ¥ ——
avg( ) i§1 N
Dabei ist
T,vg(t) die durchschnittliche Temperatur in °C bei Zeit ¢;
i der Sensor i von N;
N die Gesamtzahl der Sensoren.

Durchschnitt der Messwerte aller aktiven Temperatursensoren in °C bei einer bestimmten Zeit in s

3.3.5
Temperaturabweichung

Tdev

Taey(t) = Tavg(t) — Tset

durchschnittliche Temperatur (3.3.4) abziiglich der eingestellten Temperatur (3.3.3) in °C bei einer bestimmten
Zeitins

3.3.6
Mindesttemperatur
Tmin

Tmin(t) = min(T; ) ..Ty (t))

Mindestwert aller aktiven Temperatursensoren in °C bei einer bestimmten Zeit in s

3.3.7
Hochsttemperatur
T

max

Tmax(t) = max(T;(t) ... Ty(t))
Hochstwert aller aktiven Temperatursensoren in °C bei einer bestimmten Zeit in s

3.3.8
Temperatur-Uniformitit
T,

uniformity

Tuniformity(t) = Tmax(t) — Tinin(t)

Homogenitidt der Temperaturverteilung innerhalb des Reaktionsblocks (3.2.2) oder der Reaktionskammer,
definiert als Héchsttemperatur (3.3.7) minus Mindesttemperatur (3.3.6) in °C bei einer bestimmten Zeit in s

3.3.9
Temperaturiibergang

Ttransition
Phase einer schnellen Temperaturdnderung von einer eingestellten Temperatur zu einer anderen
eingestellten Temperatur
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