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Inleiding

Dit SAP dient in samenhang met SAP-L0O0O te worden gelezen. In dit SAP worden enkel de ten opzichte
van SAP-L000 aanvullende of afwijkende aspecten opgenomen. Dit betekent dat delen van de
nummering ontbreken (informatie is dan al te vinden in SAP-L000). Voor de herkenbaarheid wordt wel
de norm die voor accreditatie wordt gebruikt (paragraaf 1.1) genoemd.

1 Relevante documenten

1.1 Norm die voor accreditatie wordt gebruikt

o EN-ISO/IEC 17025; Algemene eisen voor de competentie van test- en kalibratielaboratoria
(Nederlandse NEN of Engelse norm)

1.2 Aanvullende normen/documenten

Relevante normen voor het toepassingsgebied van de microbiologie (zowel voor water als voor de

voedselketen) zijn:

e NEN-EN-ISO 16140-1 Microbiologie van de voedselketen - Validatie van methoden — Deel 1:
Woordenlijst.

e NEN-EN-ISO 16140-2 Microbiologie van de voedselketen - Validatie van methoden - Deel 2:
Protocol voor de validatie van alternatieve (eigendomsrechtelijke) methoden tegen een

referentiemethode.

e NEN-EN-ISO 16140-3 Microbiologie van de voedselketen - Validatie van methoden — Deel 3:
Protocol voor de verificatie van referentiemethoden en gevalideerde alternatieve methoden door
een individueel laboratorium.

o NEN-EN-ISO 16140-4 Microbiologie van de voedselketen - Validatie van methoden — Deel 4:
Protocol voor de validatie van methoden door een individueel laboratorium.

o NEN-EN-ISO 16140-5 Microbiologie van de voedselketen - Validatie van methoden — Deel 5:
Protocol voor de interlaboratoriumvalidatie op basis van een factorieel design van niet-
eigendomsrechtelijke methoden.

e NEN-EN-ISO 16140-6 Microbiologie van de voedselketen - Validatie van methoden - Deel 6:
Protocol voor de validatie van alternatieve (eigendomsrechtelijke) microbiologische bevestigings-
en typeringsmethoden.

. NEN-EN-ISO 16140-7; Microbiologie van de voedselketen - Validatie van methoden - Deel 7:
Protocol voor de validatie van identificatiemethoden van micro-organismen

o NEN-EN-ISO 6887-1; Microbiologie van de voedselketen - Voorbereiding van monsters en
bereiding van verdunningen voor microbiologisch onderzoek - Deel 1: Algemene regels voor de
bereiding van de primaire verdunning en verdere decimale verdunningen

o NEN-EN-ISO 7218; Microbiologie van de voedselketen — Algemene eisen en richtlijnen voor
microbiologische onderzoeken

e NEN-EN-ISO 22174: Microbiologie van de voedselketen - Polymerase chain reaction (PCR) voor
de detectie en kwantificering van micro-organismen - Algemene eisen en definities.

o NEN-EN-ISO 19036 Schatting van meetonzekerheid voor kwantitatieve bepalingen.
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e NEN 6603; Milieu en voedingsmiddelen — Eerstelijnscontrole met controlekaarten voor chemische
en microbiologische analyses

e NEN 7777:2011/C1; Milieu en voedingsmiddelen - Prestatiekenmerken van meetmethoden

e NPR-CEN-ISO/TS 13136; Microbiologie van voedingsmiddelen en diervoeders - Real-time
polymerase chain reaction (PCR) voor de detectie van pathogenen in voedingsmiddelen -

Horizontale methode voor de detectie van Shigatoxineproducerende Escherichia coli (STEC) en de
bepaling van 0157, 0111, 026, 0103 en 0145 serogroepen

Uitsluitend geldend voor de microbiologie van water:

e NEN-EN-ISO 13843 Water - Eisen voor het vaststellen van prestatiekenmerken voor kwantitatieve
microbiologische analysemethoden.

o NEN-EN-ISO 8199; Water — Algemene eisen en richtlijnen voor microbiologisch kweekonderzoek

o NEN-EN-ISO 17994; Water — Eisen voor de vergelijking van de relatieve opbrengst van micro-
organismen met twee kwantitatieve methoden

. ISO 29201; Water - Variabiliteit van testresultaten en de meetonzekerheid van microbiologische

telmethoden

o NPR 6268; Water - Algemene principes bij kwaliteitsborging van bacteriologisch onderzoek van
water

e NPR 7394: Water — Algemene principes bij kwaliteitsborging van moleculairbiologisch onderzoek
voor micro-organismen en environmental DNA

De actuele versies van deze documenten kunnen worden gedownload van de website van de
desbetreffende organisatie(s): IAF (www.iaf.nu), ILAC (www.ilac.org), EA (www.european-

accreditation.org), ISO (www.iso.org), NEN (www.nen.nl) en RvA (www.rva.nl).

2 Scope van accreditatie

De algemene beleidsregels voor het definiéren van scope zijn door de RvA vastgelegd in beleidsregel
RvA-BRO003. Specifiek voor de onderhavige accreditatie wordt de scope als volgt geformuleerd.

21 Vaste scope

In SAP LOOO wordt aangegeven wat de componenten zijn per geaccrediteerde activiteit. Voor
microbiologische bepalingen kan de vermelding van het medium en de incubatietemperatuur ook van
belang zijn. Indien in de referentiemethode geen keuze van medium en/of temperatuur bestaat, zullen
op de scope van accreditatie deze componenten niet vermeld staan. Indien het laboratorium afwijkt
(werkt volgens eigen methode, of werkt ‘gelijkwaardig aan’) zal deze informatie, indien relevant, wel
vermeld staan op de scope van accreditatie.

In het kader van de EU-wetgeving (Verordening (EG) Nr. 2073/2005: Microbiologische criteria) kan het
voor de opdrachtgever van belang zijn om te weten dat de gelijkwaardigheid gebaseerd is op een
validatie van de alternatieve methode volgens NEN-EN-ISO 16140-2. Deze gelijkwaardigheid kan in de
scope aangegeven worden door het AFNOR-, MicroVal of NordVal-certificaatnummer te vermelden.
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Algemeen (zie SAP-L000)
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Nr. Materiaal of product

Verrichting/Onderzoeksmethode

Intern referentienummer

Gevalideerde matrix
zoals drinkwater,
voedingsmiddelen

Volgnummer

*Aantonen van X; techniek Y

*Bepalen van het aantal X; techniek Y (bij
kwantitatieve methoden)

*Bepalen van het Meest Waarschijnlijke
Aantal (MPN) van X; techniek Y

Incubatietemperatuur en medium worden
standaard niet vermeld. Uitzondering is als de
referentienorm keuzes biedt t.a.v. temperatuur
e/o medium, of als het relevant is.

Gebruik van fabrikantnamen van testkits of
media is niet toegestaan.

Interne unieke code van
het werkvoorschrift

Met vermelding van de
referentienorm of de term
eigen methode

Validated matrix
for example drinking
water, food

Sequence

*Detection of X; technique Y
*Determination of the quantity of X;
technique Y (for enumeration)
*Determination of the Most Probable
Number) of X; technique Y

The temperature of incubation and the growing
media will not be included. Exception to this
rule is when the reference standard of the test
offers alternatives or when relevant.

The names of manufacturer of test kits and
growing media are prohibited.

Unique, internal code of
the SOP

Explanation about the
reference standard or
in house method

Voorbeelden voor klassieke kweekmethoden

Nr. Materiaal of product Verrichting/Onderzoeksmethode Intern referentienummer
1 NL Voedingsmiddelen Bepalen van het aantal coliformen; SOP a
telplaattechniek NEN-ISO 4832
1 UK Food Determination of the quantity of coliforms; SOP a
colony-count technique NEN-ISO 4832
2 NL Voedingsmiddelen en Aantonen van Salmonella; detectietechniek SOP b
proceswater NEN-EN-ISO 6579-1 (AFNOR
BIO 12/16-09/05)
2 UK Food and process water Detection of Salmonella; detection technique SOP b
NEN-EN-ISO 6579-1 (AFNOR
BIO 12/16-09/05)
3NL Melk Bepalen van het Meest Waarschijnlijke Aantal SOP ¢
(MPN) van boterzuurbacterién en sporen NEN 6877
daarvan; MPN-techniek
3 UK Milk Determination of the Most Probable Number SOP ¢
(MPN) of butyric acid bacteria and spores; MPN | NEN 6877
technique

door het weergeven van het certificaat tussen haakjes wordt aangegeven dat hier gebruik wordt gemaakt van een ISO 16140-2 gevalideerde
methode die door een derde partij is gecertificeerd volgens de eisen uit verordening 2073/2005.

Voorbeeld van alternatieve methode

poultry

Nr. Materiaal of product Verrichting/Onderzoeksmethode Intern referentienummer
4 NL Hui.d en vliees afkomstig van | Aantonen en bepalen van hgt aantz.al SOP d

pluimvee Campylobacter spp.; detectietechniek NEN-EN-ISO 10272-1
4 UK Skin and meat derived from Detection and determination of the quantity SOPd

Campylobacter spp.; detection technique

NEN-EN-ISO 10272-1
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Voorbeeld van (alternatieve) bevestigingsmethode

Nr. Materiaal of product Verrichting/Onderzoeksmethode Intern referentienummer
5NL Drink.- en zwembadwater Aantonen van Legiqnella en bevestigen met SOP e
(matrix A) m:l.;l;‘;gclzt;:gﬁ::itéetechn|ek en NEN-EN-ISO 11731
5UK Dripking water and Deteption and deter.mina.tion qf the quantity SOP e
e e o poeomay | NENEN1SO 11731

2.2 Flexibele scope
Zie hiervoor SAP-L000.

3 Accreditatiebeoordelingen

3.1 Te verstrekken documenten

Ten behoeve van de RvA beoordelingen dienen de beoordelaars voorzien te worden van relevante
documenten zoals gespecificeerd in de aanvraagtool (voor initi€le beoordelingen en uitbreidings-
onderzoeken) en vermeld in de bijlage van RvA-BR005 (voor overige beoordelingen).

Zie voorts SAP-L000.

3.2 Aard en inhoud van de beoordelingen

De algemene regels voor de aard en omvang van de RvA beoordelingen zoals vastgelegd in RvA-
BR002, RvA-BR005 en SAP-L000 gelden voor deze specifieke accreditaties.

De aard en omvang van de beoordelingen hangen af van de aangevraagde scope van accreditatie, een
mogelijk reeds bestaande accreditatie en het functioneren van de instelling in het verleden (waar van
toepassing) en risico’s.

4 Specifieke aandachtspunten voor de RvA-beoordeling:

De Raad voor Accreditatie gebruikt dit SAP-document bij haar beoordelingen van testlaboratoria die
geaccrediteerd zijn, of willen worden, tegen de vereisten van EN ISO/IEC 17025. Het geeft aan hoe de
Raad voor Accreditatie betreffende normcriteria geinterpreteerd heeft en in praktijk toepast. Maar het is
mogelijk dat, met een adequate onderbouwing, ook andere invalshoeken kan worden toegepast.

Bij het opstellen van dit document is als uitgangspunt genomen dat er geen extra eisen ten aanzien van
EN ISO/IEC 17025 worden gesteld of eisen van EN ISO/IEC 17025 afgezwakt worden.

In dit document, opgesteld met medewerking van de overleggroep Technische Assessoren
Microbiologie, is een aantal onderwerpen opgenomen die bij de beoordeling van microbiologische
verrichtingen in de praktijk een belangrijke rol spelen en waarbij een nadere toelichting zinvol is.

Deze onderwerpen hebben betrekking op normcriteria:
e 7.2 Selectie, verificatie en validatie van methoden (hoofdstuk 4.1);

e 7.6 Bepaling van de meetonzekerheid (hoofdstuk 4.2);
e 7.7 Borging van de kwaliteit van de resultaten (hoofdstuk 4.3);

e 7.8 Rapportage van de resultaten (hoofdstuk 4.4).
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Tevens is opgenomen:
¢ verrichtingenlijst (scope van accreditatie) (hoofdstuk 2);

e toepassing van de begrippen ‘conform’, ‘gelijkwaardig aan’ en ‘eigen methode’ (hoofdstuk 4.6);
e richtlijn voor STEC (hoofdstuk 4.7 en bijlage C);

o toelichting op normcriterium 6.4 Uitrusting: Richtlijn voor het kalibreren, valideren en tussentijds
controleren van incubatoren, waterbaden, koelkasten en koelruimten (bijlage D).

4.1 Toelichting op normcriterium 7.2 Selectie, verificatie en validatie van methoden

4.1.1 |Inleiding
Binnen het werkveld van microbiologie worden verschillende technieken toegepast. De klassieke

analysemethode is gebaseerd op het kweken op (meerdere) selectieve en niet-selectieve media die
meestal wordt toegepast voor de referentiemethoden (NEN, CEN, ISO-normen). Een andere
veelvoorkomende techniek is de moleculaire techniek, zoals PCR, deze wordt meestal toegepast na
een eerste kweekstap. Deze moleculaire technieken worden vaak gebruikt voor ‘alternatieve methoden’
die commercieel verkrijgbaar zijn en vaak zijn gevalideerd ten opzichte van de referentiemethode.
Analysemethoden die worden aangeboden voor accreditatie dienen gevalideerd of geverifieerd te zijn.
Een verificatie is van toepassing wanneer het laboratorium gebruik wil gaan maken van een
referentiemethode of een gevalideerde alternatieve methode. Een validatie is van toepassing wanneer
het laboratorium gebruik wil gaan maken van een eigen methode of van een aangepaste
referentiemethode.

In dit hoofdstuk wordt ingegaan op enkele essentiéle aandachtspunten die bij de validatie en verificatie
van microbiologische methoden een rol spelen. Deze werkwijzen zijn bijvoorbeeld beschreven in de
NEN-EN-ISO 16140-reeks.

Onder validatie wordt verstaan ‘dat aangetoond wordt dat de beschreven analysemethode geschikt is
voor de beoogde toepassing’. Dat wil zeggen ‘voldoet aan de eisen die er met betrekking tot de
toepassing aan gesteld worden’. De relevante prestatiekenmerken van de methode moeten worden
vastgesteld, athankelijk van de soort methode, en er moet worden beoordeeld of deze voldoen aan het
gebruiksdoel. Een validatie wordt uitgevoerd voordat de methode operationeel wordt toegepast.

Onder verificatie wordt verstaan dat het laboratorium kan aantonen dat een referentiemethode of een
elders, door onafhankelijke organisatie gevalideerde alternatieve methode, in de eigen situatie goed
toegepast kan worden. Hiertoe wordt een beperkt aantal prestatiekenmerken bepaald en indien
mogelijk getoetst aan de prestatiekenmerken die in de norm staan. Een verificatie wordt uitgevoerd
voordat de methode operationeel wordt toegepast.

Voor de validatie en verificatie van een methode in water is NEN-EN-ISO 13843 ontwikkeld. In deze
norm staan eisen voor het bepalen van prestatiekenmerken voor kwantitatieve microbiologische
methoden (met name voor kweekmethoden). Voor de validatie of verificatie van methoden in water mag
echter ook gebruik gemaakt worden van de principes beschreven in de NEN-EN-ISO 16140-reeks.
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4.1.2 Ingebruikneming referentiemethode (‘conform’; zie RvA-T001)
Referentiemethoden (normen) worden op nationaal (NEN), Europees (CEN) en/of mondiaal (ISO, IDF)

niveau vastgesteld. Voor het microbiologisch onderzoek van monsters van de voedselketen en water is
een aantal referentiemethoden gevalideerd, met name die voor het onderzoek op pathogenen. De
prestatiekenmerken van deze referentiemethoden zijn aan de norm toegevoegd. Voor een
referentiemethode geldt dat voor ingebruikname geen volledige validatie vereist is; een verificatie is
voldoende. De volgende prestatiekenmerken voor verificatie moeten door de gebruiker voor zijn eigen
situatie worden vastgesteld:

o  kwalitatieve methode: aantoonbaarheidsgrens (eLOD50 voor voedselketen en water);

. kwantitatieve methode:

o Voor de voedselketen: juistheid (eBias), reproduceerbaarheid (Sjg);
o Voor water: gevoeligheid, specificiteit, efficiency, selectiviteit, vals-positieve ratio, vals-
negatieve ratio, herhaalbaarheid en telonzekerheid.
o Naast bovengenoemde prestatiekenmerken moet, volgens de EN-ISO/IEC 17025, ook nog de
meetonzekerheid worden vastgesteld (zie EN-ISO/IEC 17025:2017, 7.6) en moet worden
deelgenomen aan PT-onderzoeken of ILC’s (zie hoofdstuk 6 en EN-ISO/IEC 17025:2017, 7.7).

In bijlage A staan, voor het toepassingsgebied van de microbiologie van de voedselketen, aanwijzingen
voor het vaststellen van de volgende prestatiekenmerken: juistheid (eBias), reproduceerbaarheid (sjr),
meetonzekerheid en aantoonbaarheidsgrens (eLODsy).

In bijlage B staan, voor het toepassingsgebied van de microbiologie in de matrix water, aanwijzingen
voor het vaststellen van deze prestatiekenmerken: gevoeligheid, specificiteit, efficiency, selectiviteit,
vals-positieve ratio, vals-negatieve ratio, herhaalbaarheid, telonzekerheid en meetonzekerheid.

Indien een nieuwe versie (revisie) van een referentiemethode wordt uitgegeven is het in principe nodig
om de methode opnieuw te verifiéren. In de microbiologie van de voedselketen is afgesproken wanneer
een gewijzigde referentiemethode (vastgelegd in een NEN, EN, en/of ISO-norm) moet worden
geverifieerd en wanneer dit niet nodig is. Bij de beoordeling van de gewijzigde referentiemethode wordt
er in de introductie van de norm aangegeven of de technische wijzigingen van de referentiemethode
groot (major change) of klein (minor change) zijn. Indien de technische wijzigingen klein zijn is het niet
nodig om de methode opnieuw te verifiéren in het laboratorium. Indien de technische wijzigingen groot
zijn dan wordt de referentiemethode opnieuw gevalideerd binnen de ISO- of CEN-commissie waarna
een beoordeling wordt uitgevoerd of de wijzigingen in de prestatiekenmerken van de methode groot of
klein zijn. Indien deze klein zijn dan hoeft de methode niet opnieuw door het laboratorium te worden
geverifieerd. Indien deze groot zijn dan is een nieuwe verificatie van de methode door het laboratorium
nodig.

4.1.3 Ingebruikneming gewijzigde referentiemethode (‘gelijkwaardig aan’; zie RvA-T001)
Onder een gewijzigde methode wordt verstaan een methode die reeds was gevalideerd

(referentiemethode) maar waarin een verandering door het laboratorium is aangebracht. Voor een
gewijzigde methode is een hervalidatie nodig gericht op die prestatiekenmerken die redelijkerwijs door
de verandering kunnen zijn beinvioed. Voor het valideren van een dergelijke wijziging is voor de
microbiologie van de voedselketen NEN-EN-ISO 16140-4 ontwikkeld.
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4.1.4 Ingebruikneming van een eigen (klassieke) methode (‘eigen methode’; zie RvA-T001)
Een eigen methode is een methode die niet is opgenomen in een (ISO en/of CEN en/of NEN)

referentiemethode of een andere referentiemethode die internationaal erkend en breed geaccepteerd is
(definitie uit NEN-EN-ISO 16140-1).

Een eigen methode kan bijvoorbeeld zijn:

1. een methode die door het laboratorium zelf is ontwikkeld;

2. een alternatieve (eigendomsrechtelijke) methode die niet gevalideerd is door een onafhankelijke
organisatie en/of niet door middel van een interlaboratoriumonderzoek;

3. een referentiemethode of gevalideerde alternatieve methode die buiten het toepassingsgebied van
de methode wordt gebruikt (tenzij voldaan wordt aan tenminste één van de voorwaarden genoemd
in RvA-T001);

4. voor de microbiologie van de voedselketen geldt vanaf 1-1-2028 dat dit ook van toepassing is op
niet-gevalideerde referentiemethoden (zie ook bijlage A).

Dergelijke methoden moeten (volledig) worden gevalideerd. Een dergelijke werkwijze staat voor de

microbiologie van de voedselketen beschreven in NEN-EN-ISO 16140-4 en/of NEN-EN-ISO 16140-5.

Voor water wordt hiervoor verwezen naar NEN-EN-ISO 13843.

Voor het toepassen van een (alternatieve) methode buiten het toepassingsgebied moet deze als eigen

methode op de verrichtingenlijst worden vermeld en als zodanig zijn gevalideerd (tenzij voldaan wordt

aan tenminste één van de voorwaarden genoemd in RvA-T001).

4.1.5 Ingebruikneming van een alternatieve (snelle) methode
Microbiologisch onderzoek kan met referentiemethoden of alternatieve methoden worden uitgevoerd.

Alternatieve methoden zijn meestal minder arbeidsintensief en de resultaten meestal sneller
beschikbaar. Voor de validatie van deze technieken en het vaststellen van de gelijkwaardigheid aan de
referentiemethode is NEN-EN-ISO 16140-2 ontwikkeld. Onafhankelijke organisaties die de validatie van
alternatieve microbiologische methoden volgens deze norm uitvoeren en de productie certificeren, zijn
de Europese organisatie “MicroVal” (www.MicroVal.org) en de Franse organisatie AFAQ AFNOR
CERTIFICATION (www.nf-validation.afnor.org). AOAC International (www.aoac.org) in de Verenigde
Staten valideert alternatieve methoden volgens haar eigen AOAC richtlijnen. De Scandinavische
organisatie NordVal (www.nmkl.org/index.php/nb/nordval) valideert ook alternatieve methoden volgens
NEN-EN-ISO 16140-2. De NEN-EN-ISO 16140-2 is voor het toepassingsgebied “microbiologie van de
voedselketen” ontwikkeld, maar kan ook gebruikt worden voor de watermicrobiologie (zie EU richtlijn
2020/2184).

De gebruiker van een alternatieve methode, die is gevalideerd door bovengenoemde organisaties, kan
de werkwijze volgen voor de verificatie van een methode.

Op de certificaten staat de geldigheidsduur van de alternatieve methode. Wanneer deze verlopen is,
doordat de fabrikant geen verlenging heeft aangevraagd, wordt de methode als een ‘eigen methode’
opgevat en dient het laboratorium de methode zelf te valideren om zijn voortgezette geschiktheid aan te
tonen.

4.2 Toelichting op normcriterium 7.6 Bepaling van de meetonzekerheid

Voor de bepaling van de meetonzekerheid van microbiologische verrichtingen op het gebied van
voedingsmiddelen, diervoeders en omgevingsmonsters wordt verwezen naar NEN-EN-ISO 19036.
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Deze norm is toepasbaar voor de kwantitatieve (tellingen) en voor semi-kwantitatieve (MPN)
microbiologische verrichtingen. Zie ook bijlage A.

Voor de bepaling van de meetonzekerheid van methoden in water is ISO 29201 ontwikkeld, deze norm
is niet als NEN-norm overgenomen. NEN-EN-ISO 19036 bevat een Nederlands voorwoord waarin het
toepassingsgebied van deze norm is uitgebreid van ‘microbiologie van de voedselketen’ naar
‘microbiologisch onderzoek van water en slib’.

Criterium 7.8.3.1c van ISO/IEC 17025 stelt dat de meetonzekerheid gerapporteerd moet worden
wanneer de meetonzekerheid van invloed is op het voldoen aan een specificatiegrens. In RvA-T015 is
hierover een toelichting gegeven.

4.3 Toelichting op normcriterium 7.7 Borging van de kwaliteit van de resultaten

In EN-ISO/IEC 17025 wordt aangegeven dat het laboratorium de kwaliteit van de resultaten borgt door
het uitvoeren en beoordelen van diverse kwaliteitscontroles. Er wordt onderscheid gemaakt tussen
kwaliteitscontroles binnen het laboratorium (zie 7.7.1 een opsomming van verschillende soorten

kwaliteitscontroles) en 7.7.2 van kwaliteitscontroles buiten het lab. In Nederland is het voor

microbiologische testlaboratoria gebruikelijk om bij de kwaliteitscontroles gebruik te maken van
zogeheten eerste-, tweede- en derdelijnscontroles. Echter, dat zijn termen die niet in EN-ISO/IEC 17025
gehanteerd worden.

Voor de meeste van de onderwerpen genoemd in criterium 7.7.1 en 7.7.2 zijn er mogelijkheden om die
in te vullen aan de hand van de eerste-, tweede- en derdelijnscontroles. Het laboratorium zal zelf
moeten aantonen dat ze met haar manier van borgen invulling geeft aan de onderwerpen genoemd in
criterium 7.7.1 (eerste- en tweedelijns) en 7.7.2 (derdelijns).

Voor het vakgebied microbiologie is het gebruik van de juiste kwaliteitscontroles bijzonder belangrijk
omdat de vertaling van de prestatiekenmerken naar de microbiologische bepaling niet altijd, mede
afhankelijk van de matrix (op de RvA-scope in de kolom Materiaal of product), zonder meer mogelijk is.
De begrippen juistheid en precisie bijvoorbeeld, laten zich veel moeilijker omschrijven (en dus bepalen)
voor microbiologische analyses dan voor bijvoorbeeld analytisch-chemisch onderzoek. Bij
microbiologische verrichtingen is het wel mogelijk om aan de hand van controles de technische
beheersbaarheid van de methode aan te tonen. Goede referentiemonsters, die de representativiteit van
de methode in bepaalde producten weerspiegelen, zijn echter nog niet in alle gevallen voorhanden.

Kwaliteitscontroles kunnen op diverse manieren worden toegepast. Hierna is de interne / externe
kwaliteitsborging weergegeven als eerste-, tweede- en derdelijnscontrole.
e Eerstelijnscontrole: controle van de verrichting door de uitvoerenden zelf.

e  Tweedelijnscontrole: controle onafhankelijk van de uitvoerenden.

e Derdelijnscontrole: onafhankelijke externe controle (zogenaamde proficiency tests (PT’s) of
interlaboratoriumonderzoeken (ILC’s) die een beoordeling geven van de prestaties van het
deelnemend laboratorium).

Als basis voor de uitvoering van de genoemde lijncontroles kunnen NEN-EN-ISO 8199 en
NPR 6268 (voor watermicrobiologie) en NEN-EN-ISO 7218 (voedselketen) dienen.
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4.3.1 Eerstelijnscontrole
In het kader van een goede borging van het proces is het noodzakelijk om per meetserie (dagelijks) een

blanco, een positieve en eventueel een negatieve controle mee te nemen. De eerstelijnscontrole dient
alle stappen van het analyseproces te omvatten. Eerstelijnscontroles kunnen de volgende parameters
omvatten.

Blanco controle: Een blanco controle geeft informatie over de steriliteit van de gebruikte media en
hulpmaterialen en het aseptisch uitvoeren van alle handelingen. In principe mag geen groei optreden.
Afhankelijk van het doel van de bepaling kan echter een geringe besmetting toelaatbaar zijn, waarvoor
specifieke criteria moeten worden opgesteld.

Positieve controle: Een positieve controle is van belang om aan te tonen dat de analyse goed is uitgevoerd.
Bij tellingen dient men gebruik te maken van een kwantitatieve controle en dient men de waarnemingen te
interpreteren met behulp van controlekaarten. In NEN 6603 wordt het gebruik van controlekaarten, naast
voor chemische analyses, ook voor de uitvoering van microbiologische analyses beschreven.

Bij kwalitatieve verrichtingen zoals grensreacties dient het besmettingsniveau van het controlemonster
representatief te zijn voor de aantoonbaarheidsgrens. Bij een gemiddeld besmettingsniveau van 5 kve
per controlemonster is de kans op het inzetten van een toevalligerwijs onbesmet (negatief) monster
volgens de Poisson-spreiding kleiner dan 1%. Alle waarnemingen van positieve controles moeten

worden bijgehouden en waar relevant statistisch worden verwerkt. Om de kritische stappen in het

proces te kunnen beoordelen is het van belang om de invloed van het monstermateriaal (matrix;

materiaal of product) mee te nemen. Gezien de mogelijke grote diversiteit in de samenstelling van de te
onderzoeken matrices zal hierbij gekozen moeten worden voor een matrix die representatief is voor het
monsteraanbod bij het laboratorium. Per meetserie wordt aan een (willekeurig gekozen of vaste) matrix
de positieve controlestam op laag niveau (aantoonbaarheidsgrens) toegevoegd.

Negatieve controle: Het gebruik van negatieve controles is met name van belang voor de
kwaliteitscontrole of ingangscontrole van media met betrekking tot de selectiviteit en de
incubatietemperatuur. Wanneer de controle van de gebruikte media bij de bereiding door het
laboratorium (of leverancier van de media) wordt uitgevoerd, kan daarop de negatieve controle bij de
uitvoering van het onderzoek achterwege blijven.

Bij bevestigingsreacties en determinaties kan het gebruik van een negatieve controle naast een
positieve controle van belang zijn voor een goede aflezing van de reacties.

Meervoudige waarnemingen: In een norm staat dikwijls voorgeschreven dat per verdunning één of meer
platen moeten worden gebruikt. Bijvoorbeeld bij membraanfiltratie één plaat, bij gietplaten twee platen
en bij strijkplaten drie platen. Hierbij dienen criteria voor de toegelaten spreiding te zijn vastgesteld. In
NEN-EN-ISO 7218 voor voedingsmiddelen en diervoeders is vastgelegd dat in tegenstelling tot de norm
het gebruik van één plaat per verdunning is toegestaan, mits minimaal twee opeenvolgende
verdunningen zijn ingezet. Indien slechts één verdunning wordt gebruikt (bijvoorbeeld in het geval van
de telling van lage aantallen Listeria monocytogenes) dan worden twee platen per verdunning gebruikt.
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4.3.2 Tweedelijnscontrole
De tweedelijnscontrole dient onafhankelijk te zijn van de uitvoerenden. Waar relevant en mogelijk dient

hierbij ook een toetsing op niveau te zijn ingevoerd waarbij grenzen vooraf worden vastgesteld en
bewaakt. Hierbij kan bijvoorbeeld gebruik worden gemaakt van referentiematerialen, geaddeerde
matrices, splitsing van monsters of herhaling van onderzoek bij kwalitatieve monsters.

4.3.3 Derdelijnscontrole
Criterium 7.7.2 geeft aan dat het laboratorium dient deel te nemen aan een PT-onderzoek of een

interlaboratoriumonderzoek (en een additie, splitsing of herhaling is niet een interlaboratorium-
vergelijkend onderzoek) en RvA-T030 geeft aan dat bij voorkeur het laboratorium mee moet doen met
een PT-onderzoek. Dit is bedoeld om de prestatie van de deelnemende laboratoria te beoordelen. Het
doel is om een directe toetsing te krijgen van de eigen performance in vergelijking met die van andere
laboratoria. Het is dus additioneel op de interne kwaliteitscontrole en kan opgevat worden als
niveaucontrole. Bij de beoordeling van resultaten van PT-onderzoeken is het van belang om niet alleen
naar de afzonderlijke scores te kijken, maar de resultaten moeten volgens EN-ISO/IEC 17025 (criterium
7.7.2) zo worden vastgelegd dat ook trends (prestaties in de tijd) worden opgemerkt. De trendanalyse
kan met name gebruikt worden voor een goede inschatting van de juistheid van de methode.

In Nederland is het nu mogelijk om aan verschillende soorten microbiologische PT-onderzoeken deel te
nemen, bijvoorbeeld op het gebied van diervoeders, zuivel, (drink)water en voedingsmiddelen.
Buitenlandse instellingen die PT-onderzoeken organiseren voor verschillende micro-organismen en
matrices, zijn ook actief op de Nederlandse markt. Bij de keuze van de organisator dient er niet alleen
op gelet te worden of deze wel of geen EN-ISO/IEC 17043-accreditatie heeft voor het verzorgen van
PT-onderzoeken, maar ook gelet te worden op de opzet van het PT-onderzoek (zoals het aantal
negatieve en positieve monsters (met name voor de kwalitatieve methoden), de representativiteit van
het besmettingsniveau en de juiste matrix).

4.4 Toelichting op normcriterium 7.8 Rapportage

441 Bevestiging van klassieke methoden

In microbiologische normen wordt voorgeschreven dat verdachte kolonies na isolatie op selectieve
media verder bevestigd moeten worden. Niet in alle gevallen is een opdrachtgever geinteresseerd in
zo’n nadere bevestiging, mede gezien de extra kosten. Blijft de waarde onder een norm (of criterium) of
heeft het onderzoek betrekking op een trendanalyse, dan hoeft een bevestiging voor de opdrachtgever
geen extra informatie op te leveren.

Bij de rapportage dient echter altijd vermeld te worden wanneer een bevestiging is weggelaten en een
numerieke waarde wordt vermeld. Dit om te voorkomen dat een onjuiste uitslag wordt gerapporteerd.

Voorbeeld: norm voor Enterobacteriaceae < 100 kve/g. Op de plaat worden voor een onverdund monster 75
verdachte kolonies geteld. Rapportage kan zijn: < 100 kve/g of 75 kve/g ()
() zonder bevestiging)

N.B.: het laboratorium moet de bevestigingsmethode wel operationeel hebben, minimaal door deelname
aan PT-onderzoeken en/of ILC'’s.
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4.4.2 Rapportage van lage aantallen
In NEN-EN-ISO 7218 (voedselketen) en NEN-EN-ISO 8199 (water) zijn aanwijzingen te vinden over de
rapportage van koloniegetallen die gebaseerd zijn op het aantal kolonies beneden de ondergrens van

het telgebied. Bijvoorbeeld in het geval van telplaten is de onderste telgrens gesteld op 10 kolonies. Dit
heeft te maken met het statistische gegeven dat bij lage aantallen de nauwkeurigheid van de bepaling
snel afneemt.

Bovengenoemde wijze van rapportage kan voor bepaalde opdrachtgevers problematisch zijn,
bijvoorbeeld bij het grafisch weergeven van trendanalyses of bij het uitvoeren van berekeningen.
EN-ISO/IEC 17025 geeft de laboratoria echter op grond van criterium 7.8.1.2 de mogelijkheid om
specifieke afspraken met de opdrachtgever te maken over de rapportage, zodat ook 1 tot 3 kolonies als
indicatief gerapporteerd kunnen worden.

4.5 Toepassing van de begrippen ‘conform’, ‘gelijkwaardig aan’ en ‘eigen methode’
Sinds de publicatie van versie 4 (30-01-2019) van het RvA-T001 document worden de termen ‘conform’
en ‘gelijkwaardig aan’ niet meer vermeld in de verrichtingenlijst. Het blijft echter wel van belang dat de
klant geinformeerd wordt over welke methode wordt toegepast, hieronder valt ook het gebruik van een
conforme of gelijkwaardig aan methode. Ten aanzien van het aantoonbaar gevalideerd zijn van de
afwijkende werkwijze(n) gelden de daarvoor van toepassing zijnde RvA-documenten en andere in dit
toelichtend document genoemde referenties.

Referentiemethoden zijn veelal opgesteld voor een bepaalde matrix (materiaal of product). Laboratoria
kunnen geen conformiteit of gelijkwaardigheid claimen voor matrices afwijkend van de matrix die in de
desbetreffende norm is opgenomen (tenzij voldaan wordt aan tenminste één van de voorwaarden
genoemd in RvA-T001). Het is de verantwoordelijkheid van de branche zelf om ervoor te zorgen dat
referentiemethoden worden opgesteld voor, of uitgebreid worden met, andere matrices.

“Conform” mogelijk bij:
e Niet-essentiéle afwijkingen in de receptuur en/of bereiding van media ten opzichte van de in de
norm genoemde mogelijkheid.

“Gelijkwaardig aan” mogelijk (na validatie) bij:

e  gebruik van andere of snelle bevestigingstechnieken (diagnostische kits);

e het gebruik van een andere primaire verdunningsreeks, mits uiteraard aangetoond dat deze
afwijking geen invloed heeft op de uitkomst;

e alternatieve detectie- en bepalingstechnieken, gevalideerd volgens NEN-EN-ISO 16140-2 of NEN-
EN-ISO 16140-6;

e voor klassieke methoden in water volgens NEN-EN-ISO 17994.

“Eigen methode” onder andere bij (alles wat niet geclaimd wordt als zijnde ‘conform’ of ‘gelijjkwaardig

aan’):

e  het gebruik van één ophopingmedium en/of isolatiemedium, terwijl in de norm twee media zijn
voorgeschreven,;

e het gebruik van een ander(e) incubatietraject, -duur, -temperatuur;
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bevestigen van minder dan in de norm voorgeschreven aantal kolonies;

onderzoek in een andere matrix (materiaal of product).

4.6 Richtlijn voor STEC

In het kader van de harmonisatie van het STEC-onderzoek is in bijlage C een toelichting opgenomen

voor de uitvoering van het onderzoek, de rapportage van resultaten en de vermelding van deze

bepaling op de scope.

5 Andere informatie
Niet van toepassing.

6 Organisaties welke geinformeerd moeten worden
Niet van toepassing.

7 Wijzigingen ten opzichte van de voorgaande versie

De basis voor deze nieuwe SAP is het document RvA-T002, versie 4.0, d.d. 29-09-2020. RvA-T002
vervalt met ingang van deze nieuwe SAP. Naast de andere indeling zijn de volgende wijzigingen

doorgevoerd:

Ten aanzien van beoordelingen van STEC zijn wijzigingen doorgevoerd zie 4.6.

De termen eerste-, tweede- en derdelijnscontroles zijn nader toegelicht om beter aan te sluiten bij
de termen van de EN-ISO/IEC 17025.

Bijlage D is nieuw. Het doel van de bijlage is een handvat te bieden aan invulling van normcriterium
6.4 van EN-ISO/IEC 17025 voor hulpapparatuur van microbiologische laboratoria.
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Bijlage A: Prestatiekenmerken voor microbiologisch onderzoek van de
voedselketen

Richtlijn voor het vaststellen van relevante prestatiekenmerken in eigen situatie (verificatie) voor
microbiologische referentiemethoden van de voedselketen. Deze is gebaseerd op NEN-EN-ISO
16140-3 en NEN-EN-ISO 19036 voor de meetonzekerheid.

De relevante prestatiekenmerken zijn gerelateerd aan de matrix. De NEN-EN-ISO 16140-3 is bedoeld
voor de verificatie van referentiemethoden en gevalideerde alternatieve methoden. In bijlage F van deze
norm is opgenomen hoe de verificatie van niet-gevalideerde referentiemethoden (zijnde NEN-EN-ISO
normen) moet worden uitgevoerd. Dit is in principe een tijdelijke situatie waarvoor een
overgangsregeling is ingesteld tot 1-1-2028. Deze overgangsperiode is opgenomen in het zogenaamde
transitiedocument van ISO/TC34/SC9 ‘Microbiology’ (iso.org/committee/47920.htm) dat is bedoeld als
toelichting op NEN-EN-ISO 16140-3.

Verificatie

Bij de verificatie moet het laboratorium de relevante prestatiekenmerken in de eigen situatie vaststellen.
Voor kwalitatieve methoden dient alleen de aantoonbaarheidsgrens (eLODsg) te worden vastgesteld.
Voor kwantitatieve methoden betreft het de prestatiekenmerken juistheid (eBias), binnenlaboratorium-
reproduceerbaarheid (s;zr) en meetonzekerheid.

De juistheid en meetonzekerheid (maar niet de binnenlaboratoriumreproduceerbaarheid zoals
beschreven in NEN-EN-ISO 16140-3) zijn afhankelijk van het toepassingsgebied (matrix; materiaal of
product) van de methode. Het matrixeffect wordt bepaald door de productsamenstelling, de aanwezige
begeleidingsflora en de stresssituatie van het micro-organisme die door de behandeling van het product
is veroorzaakt (drogen, verhitten, koelen, vriezen, etc.). Bij de keuze van de verschillende matrices dient
hiermee rekening gehouden te worden. Dit wordt ook toegelicht in NEN-EN-ISO 16140-3.

Matrix (op de RvA-scope het Materiaal of product)

Bij de keuze van commerciéle methoden die volgens NEN-EN-ISO 16140-2 door een onafhankelijke
organisatie zijn gevalideerd, is het belangrijk om na te gaan of de matrices die voor het laboratorium
van belang zijn in de validatie zijn meegenomen. Niet alle commerciéle methoden zijn voor het hele
toepassingsgebied van de norm gevalideerd.

In analogie met NEN-EN-ISO 16140-1 is het voor voedingsmiddelen gebruikelijk geworden om in plaats
van ‘matrix’ te praten over ‘categorie’, ‘type’ en ‘item’. Onder ‘categorie’ wordt een groep van
voedingsmiddelen of producten verstaan die wat betreft samenstelling en gebruik vergelijkbaar zijn. Het
‘type’ geeft de procesbehandeling weer, zoals onbehandeld (rauw, vers), verhit, droog, ingevroren, etc.
Onder ‘item’ (product) wordt het voedingsmiddel zoals gehakt, salami, kaas, etc. verstaan. De
uitwerking van de indeling in ‘categorie’, ‘type’ en ‘item’ is opgenomen in bijlage A van NEN-EN-ISO
16140-2 of -3.

De opzet is om per relevante categorie één ‘item’ (product) te kiezen voor het vaststellen van de
relevante prestatiekenmerken. Bij meerdere relevante ‘categorieén’ is het wenselijk om steeds een
‘item’ uit een ander ‘type’ te kiezen om het effect van de behandeling mee te nemen.

Het aantal en de keuze voor een ‘item’ die meegenomen wordt in een verificatiestudie hangt af van het
toepassingsgebied waarop de methode is gevalideerd en het laboratorium deze wil gaan gebruiken. Het
minimale aantal ‘items’ en ‘categorieén’ voor verificatie is vastgelegd in NEN-EN-ISO 16140-3.
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Aantoonbaarheidsgrens (eLOD5)

Bij kwalitatieve bepalingen is het moeilijk de aantoonbaarheidsgrens exact vast te stellen. Theoretisch
kan de aanwezigheid van één kolonievormende eenheid in een gekozen hoeveelheid monstermateriaal
(testportie) bepaald worden, bijvoorbeeld de aantoonbaarheid van Salmonella in 25 g. Door de mate
van sublethale beschadiging van het gezochte organisme, de aanwezige stoorflora en andere
matrixinvloeden is dit niet altijd het geval. Theoretisch wordt bij een gemiddeld besmettingsniveau van
0,7 kve per monster 50% van de monsters positief gevonden. De aantoonbaarheidsgrens is dan het
niveau waarop ca. 50% van de monsters positief wordt bevonden.

Het vaststellen van de aantoonbaarheidsgrens in een bepaalde ‘item’ wordt gedaan door het kunstmatig
besmetten van testporties van een ‘item’. Voor het besmetten kan gebruik worden gemaakt van
(gecertificeerde) referentiematerialen of van een verdunningsreeks van een opgekweekte stam. Het
heeft de voorkeur om gebruik te maken van (gecertificeerde) referentiematerialen omdat deze een
zekere mate van sublethale beschadiging hebben.

Om de aantoonbaarheidsgrens te bepalen kunnen meerdere verdunningen van een referentiemateriaal
of verdunde cultuur worden ingezet. In NEN-EN-ISO 16140-3 is een drietal protocollen opgenomen hoe
de eLODs, kan worden bepaald. De verschillen in de protocollen hangen samen met het aantal in te
zetten verdunningen.

Juistheid (eBias)

De juistheid van een microbiologische bepaling is nooit exact te bepalen. In NEN-EN-ISO 16140-3:2020
is ervoor gekozen om de juistheid voor een ‘item’ te bepalen aan de hand van recovery-experimenten.
De bepaling van de eBias staat los van de EN-ISO/IEC 17025-eis om deel te nemen aan PT-
onderzoeken of ILC’s (derdelijnscontrole). Zie RvA-T030 voor een toelichting op de evaluatie van PT-
en ILC-resultaten.

Reproduceerbaarheid (sir)

De reproduceerbaarheid die in referentiemethoden of in de validatierapporten van alternatieve
methoden genoemd staat is meestal bepaald aan de hand van een interlaboratoriumonderzoek dat is
uitgevoerd op basis van NEN-EN-ISO 16140-2.

In NEN-EN-ISO 16140-3 is ervoor gekozen om de bepaling van de reproduceerbaarheid te baseren op
de standaarddeviatie van de intralaboratoriumreproduceerbaarheid (sg). De experimentele opzet is in
liin met die voor de bepaling van de meetonzekerheid volgens NEN-EN-ISO 19036 voor wat betreft de
bepaling van de zogenaamde technische onzekerheid. De technische onzekerheid is, op basis van de
gekozen experimentele opzet, onafhankelijk van de geteste matrix en hoeft dus slechts eenmalig te
worden vastgesteld. Het is erg belangrijk dat bij de uitvoering van de experimenten zo goed mogelijk
rekening gehouden wordt met reproduceerbaarheidscondities waaronder de resultaten worden
verkregen.

Meetonzekerheid

De bepaling van de meetonzekerheid van een analyseresultaat is een eis uit EN-ISO/IEC 17025. Deze
eis is met name van toepassing voor kwantitatieve resultaten en veelal niet voor kwalitatieve resultaten.
De werkwijze voor de bepaling van de meetonzekerheid staat beschreven in NEN-EN-ISO 19036. In
deze norm is een onderscheid gemaakt naar verschillende onzekerheden die samen de totale
meetonzekerheid omvatten.
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Deze onzekerheden zijn :
e de technische onzekerheid

e de matrixonzekerheid
e de verdelingsonzekerheid

De bepaling van de technische onzekerheid op basis van de intralaboratoriumreproduceerbaarheid (sr)
staat ook beschreven in NEN-EN-ISO 16140-3. Deze is onafhankelijk van het ‘item’, maar moet wel per
methode worden vastgesteld. Het is belangrijk dat alle variabelen aantoonbaar zijn meegenomen bij het
vaststellen van de intralaboratoriumreproduceerbaarheid.

De matrixonzekerheid wordt afzonderlijk bepaald. De experimentele opzet hiervoor is gebaseerd op
herhaalbaarheidsexperimenten. De gevonden matrixonzekerheid is onafhankelijk van de gebruikte
analysemethode en hoeft dus slechts eenmalig te worden vastgesteld voor dat ‘item’ of groep van
‘items’.

De verdelingsonzekerheid hoeft niet experimenteel te worden vastgesteld, maar is een theoretische
onzekerheid die athangt van het totaal aantal getelde kolonies en het aantal kolonies dat wordt
bevestigd. Ook is de onzekerheid van een MPN-resultaat mee te berekenen.

De drie hoofdcomponenten van de onzekerheden worden bij elkaar gevoegd om de totale
meetonzekerheid te bepalen. Er wordt in NEN-EN-ISO 19036 ook de mogelijkheid geboden om alleen
de technische meetonzekerheid vast te stellen en te rapporteren aan de klant mits dit met de klant als
zodanig is afgesproken.
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Bijlage B: Prestatiekenmerken voor microbiologisch onderzoek van water

Richtlijn voor het vaststellen van relevante prestatiekenmerken in eigen situatie (verificatie) voor
microbiologische referentiemethoden voor onderzoek van water. Deze is gebaseerd op NEN-EN-ISO
13843. Voor verificatie van kwalitatieve methoden wordt verwezen naar bijlage A.

Matrix

De relevante prestatiekenmerken zijn gerelateerd aan de matrix.

Onder het toepassingsgebied van water vallen verschillende soorten water zoals drinkwater,
zwembadwater, oppervlaktewater, grondwater, regenwater, proceswater, koelwater, bronwater en
afvalwater. De vraag die bij de verificatie van een microbiologische methode in water steeds gesteld
wordt of het nodig is om voor iedere soort water apart de prestatiekenmerken te bepalen. In analogie
met de voedingsmiddelen wordt de volgende indeling in categorieén voorgesteld.

Categorie Soort ()

Water met weinig stoorflora Bijvoorbeeld: drinkwater, bronwater, schoon proceswater,
flessenwater, schoon regenwater

Licht vervuild water met veel stoorflora Bijvoorbeeld: proceswater, koeltorenwater, grondwater
(bronwater), regenwater

Sterk vervuild water met zeer veel stoorflora Bijvoorbeeld: afvalwater, opperviaktewater

Behandeld water; aanwezigheid remmende Bijvoorbeeld: zwembadwater (chloor), koeltorenwater
of afdodende verbindingen (biocide)

® Op grond van de eigen ervaring van het laboratorium kan aan de hand van een onderbouwing het watersoort in een bepaalde
categorie geplaatst worden. Bijvoorbeeld afhankelijk van de vervuiling kan koelwater zowel in de tweede of derde categorie vallen.

De opzet is om aan de hand van deze tabel een categorie uit te zoeken en de prestatiekenmerken voor
één van de genoemde soorten vast te stellen. Bij de keuze is het ook van belang te kijken naar de
norm. In een aantal waternormen zijn prestatiekenmerken opgenomen waar de eigen
prestatiekenmerken aan getoetst kunnen worden.

Verificatie
Voor de verificatie van kwalitatieve methoden voor watermicrobiologie dient de aantoonbaarheidsgrens
te worden vastgesteld. Zie hiervoor bijlage A.

Voor de verificatie van selectieve kwantitatieve (kweek)methoden voor watermicrobiologie dienen de
prestatiekenmerken te worden vastgesteld zoals beschreven in hoofdstuk 7 van NEN-EN-ISO 13843.
Dit betreffen de volgende prestatiekenmerken: gevoeligheid, specificiteit, efficiency, selectiviteit, vals-
positieve ratio, vals-negatieve ratio, herhaalbaarheid en telonzekerheid. Aanvullend dient ook
deelgenomen te worden aan PT-onderzoek en/of ILC en dient de meetonzekerheid te worden
vastgesteld. Bij niet-selectieve kweekmethoden kunnen de categorische prestatieckenmerken
(gevoeligheid, specificiteit, efficiency, selectiviteit, vals-positieve ratio, vals-negatieve ratio) niet worden
vastgesteld.
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In hoofdstuk 7 van NEN-EN-ISO 13843 wordt informatie gegeven over hoe de prestatiekenmerken
worden bepaald (m.u.v. de meetonzekerheid). Tabel 13 in hoofdstuk 7 van NEN-EN-ISO 13843 geeft
een volledig overzicht hoeveel monsters moeten worden gebruikt bij het vaststellen van de
verschillende prestatiekenmerken. In deze tabel staat ook informatie over het aantal toe te passen
(a-)typische kolonies en het aantal herhalingen. Bij de uitvoering voor het vaststellen van de
prestatiekenmerken gaat de voorkeur uit naar het gebruik van natuurlijk besmette watermonsters.
Mochten deze niet (of niet voldoende) voorhanden zijn dan kan gebruik worden gemaakt van (in
volgorde van voorkeur): drinkwater aangeént met oppervlaktewater of rioolwatereffluent;
referentiematerialen; water aangeént met meerdere stammen (reinculturen). Bij de laatste optie dient
voor het aanenten een mengsel van meerdere verschillende typische stammen en meerdere
verschillende atypische stammen gebruikt te worden. Als het te aanenten water van nature al atypische
flora bevat, hoeft alleen aangeént te worden met minimaal 2 verschillende typische stammen.
Informatie over het vaststellen van de meetonzekerheid staat beschreven in hoofdstuk 3 van dit

document.
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Bijlage C: Richtlijn voor de werkwijze voor het onderzoek, rapportage en scope
vermelding voor Bepalen van STEC (Shigatoxineproducerende E. coli)

Introductie

Binnen de E. coli bacterién is er een groep die in staat is om het Shigatoxine te produceren vanwege
het feit dat zij het STX-gen bevatten. Dit toxine ligt aan de basis van de ziekte die door STEC wordt
veroorzaakt, zoals HUS (hemolytisch-uremisch syndroom). Naast het toxine zijn er aanvullende
(genetische) eigenschappen van STEC die van invloed zijn op de ernst van de infectie veroorzaakt door
STEC.

Het onderzoek naar STEC staat beschreven in de NPR-CEN-ISO/TS 13136. De in deze norm
opgenomen werkwijze is complex omdat het zowel een screening-, een isolatie- en een bevestigingstap
omvat en er verschillende eigenschappen van STEC kunnen worden bepaald.

Naast deze norm zijn er ook alternatieve (commerciéle) methoden voor het onderzoek naar STEC op
de markt.

In praktijk wordt niet altijd het complete onderzoek uitgevoerd dat in de NPR-CEN-ISO/TS 13136 staat
beschreven wat kan leiden tot onduidelijkheid over het gerapporteerde resultaat. Deze richtlijn is
bedoeld om aanwijzingen te geven hoe de resultaten gerapporteerd en geinterpreteerd moeten worden.
Deze is zowel bedoeld voor laboratoria die het onderzoek uitvoeren en hiervoor geaccrediteerd zijn of
willen worden alsook voor bedrijven die onderzoek willen laten uitvoeren naar STEC. Voor dergelijke
bedrijven is met name het hoofdstuk over rapportage van belang.

Algemene werkwijze STEC methoden
De algemene werkwijze voor aantonen van STEC bestaat uit de volgende stappen:
1. het ophopen van product

2. het bepalen van de aanwezigheid van specifieke genen (minimaal een stx-gen) in de ophoping na
incubatie (screening)

3. positieve monsters worden verder verwerkt door STEC te isoleren op een selectief medium
(isolatie)

4. verdachte STEC kolonies worden hierna bevestigd door aantonen van specifieke genen (minimaal
de stx-genen) (bevestiging).

Rapportage STEC resultaten

Het rapporteren van onderzoek naar STEC zal een duidelijk onderscheid moeten maken of het resultaat
is verkregen in de ophoping (resultaat van de screening) of dat dit na isolatie is (resultaat na
bevestiging). Daarnaast zal bekend moeten zijn naar welke genen (stx- en eae-genen) is gekeken. In
onderstaande tabel is een overzicht gegeven van de voorkomende mogelijkheden.
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Eerste fase:

screenen in de ophoping

Eindresultaat voor op het
rapport/certificaat indien
alleen een screening wordt
uitgevoerd

Tweede fase:

isolatie en bevestiging

Eindresultaat voor op het
rapport/certificaat na
bevestiging van een
geisoleerde kolonie.

Geen stx- aangetoond

STEC niet aangetoond

Niet van toepassing

STEC niet aangetoond

Stx-genen aangetoond
maar geen eae-gen
aangetoond

Vermoedelijke aanwezigheid
van STEC (stx +, eae -)

Geen stx- en eae- genen
aangetoond in isolaten

Vermoedelijke aanwezigheid
van STEC (stx +, eae -), niet
aangetoond in isolaten

Stx-genen aangetoond
maar geen eae-gen
aangetoond

STEC (stx +, eae -)
aangetoond

Stx-genen en eae- gen
aangetoond

STEC (stx +, eae +)
aangetoond

Stx-genen en eae- gen
aangetoond

Vermoedelijke aanwezigheid
van STEC (stx +, eae +)

Geen stx- en eae- genen
aangetoond in isolaten

Vermoedelijke aanwezigheid
van STEC (stx +, eae +), niet
aangetoond in isolaten

Stx-genen aangetoond
maar geen eae-gen
aangetoond

STEC (stx +, eae -)
aangetoond

Stx-genen en eae- gen
aangetoond

STEC (stx +, eae +)
aangetoond

Vermelding op scope (verrichtingenlijst):

Hierbij moet ook onderscheid gemaakt worden of het laboratorium geaccrediteerd is voor enkel de

screening of ook voor de bevestiging. Daarnaast moet ook duidelijk zijn of de referentiemethode
NPR-CEN-ISO/TS 13136 wordt gebruikt of een alternatieve methode of een aanpassing van de NPR-

CEN-ISO/TS 13136.

De volgende vermelding op de scope wordt aangehouden:

e voor alleen het uitvoeren van de screening (1 verrichting):

o Aantonen van Shigatoxineproducerende E. coli (STEC), screeningprocedure op stx- en eae-

genen; kwalitatieve PCR-techniek:

e voor het uitvoeren van screening en isolatie/bevestiging (2 verrichtingen)

o Aantonen van Shigatoxineproducerende E. coli (STEC), screeningprocedure op stx- en eae-

genen; kwalitatieve PCR-techniek

o Aantonen van Shigatoxineproducerende E. coli (STEC), bevestigingprocedure op stx- en eae-

genen; kwalitatieve PCR-techniek

Voor conformiteit of gelijkwaardigheid in de uitvoering van de methode wordt het volgende gehanteerd

(van belang bij afspraken met de opdrachtgever, niet t.b.v. vermelding op de scope):

De methode wordt ‘conform’ uitgevoerd wanneer er door het laboratorium RT-PCR testen worden

uitgevoerd met de primers/probes zoals beschreven in bijlage E van NPR-CEN-ISO/TS 13136.

De methode kan ‘gelijkwaardig aan’ (met verwijzing naar een certificaat) worden uitgevoerd wanneer
gebruik wordt gemaakt van een NEN-EN-ISO 16140-2 gevalideerde methode ten opzichte van de NPR-
CEN-ISO/TS 13136 als referentiemethode. Hierbij wordt dan het certificaat van bijvoorbeeld MicroVal of
AFNOR toegevoegd.

Een andere vorm van ‘gelijkwaardig aan’ is wanneer er geen essentiéle afwijkingen zijn van de
referentiemethode. Hieronder valt niet het gebruik van andere primers en probes dan aangegeven in de
NPR-CEN-ISO/TS 13136. Dit wordt dan gezien als een eigen methode.
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De methode is een eigen methode wanneer er gebruik wordt gemaakt van commercieel verkrijgbare
methoden die niet volgens een van de delen van de NEN-EN-ISO 16140-reeks zijn gevalideerd,
waarvan de primers/probes niet bekend zijn of niet dezelfde als die in NPR-CEN-ISO/TS 13136.

Serotypering van STEC

Serotypering wordt gezien als een apart onderzoek. Serotypering kan zowel worden uitgevoerd met
behulp van PCR-onderzoek als met een klassieke bepaling met antisera. In de NPR-CEN-ISO/TS
13136 staan PCR-testen beschreven voor een vijftal serotypen (026, 0103, 0111, 0145 en O157).
Deze kunnen zowel worden uitgevoerd in de screeningsstap als na isolatie van een kolonie. Klassieke
serotypering zal altijd gedaan worden op een geisoleerde kolonie.

Indien serotypering is uitgevoerd gedurende de screening-stap zal dit expliciet vermeld moeten worden
bij de rapportage van het resultaat. Normaal gesproken wordt er vanuit gegaan dat serotypering wordt
uitgevoerd op een geisoleerde kolonie en hoeft dit niet expliciet vermeld te worden in het rapport.

Voor de vermelding op de scope zullen alle serotypen genoemd moeten zijn waarvoor het laboratorium
is geaccrediteerd, evenals de techniek die daarvoor gebruikt is en de status van de gebruikte methode.
Een voorbeeld van de vermelding van de serotypering voor STEC is hieronder aangegeven.

Nr. Materiaal of product Verrichting/Onderzoeksmethode Intern referentienummer
6 NL STEC-isolaten uit Aantonen van Shigatoxine- SOP f
voedingsmiddelen producerende Escherichia coli (STEC) en NPR-CEN-ISO/TS 13136

aantonen van de 0157, 0111, 026, 0103 en
0145 serogroepen; detectietechniek, PCR

6 UK | STEC isolates derived from Detection of Shiga toxine-producing Escherichia | SOP f

food coli (STEC) and detection of the 0157, 0111, CEN-ISO/TS 13136
026, 0103 and O145 serotypes; detection
technique, PCR
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Bijlage D:Toelichting op normcriterium 6.4 Uitrusting: Richtlijn voor het
kalibreren, valideren en tussentijds controleren van incubatoren,
waterbaden, koelkasten en koelruimten

Voor de leesbaarheid wordt in plaats van “incubatoren, waterbaden, koelkasten en koelruimten” in de
tekst “incubatie- en koelapparatuur” gebruikt.

1. Definities

o Kalibreren van incubatie- en koelapparatuur: vaststellen van de juistheid en de homogeniteit van
incubatie- en koelapparatuur, uitgevoerd door een daartoe EN-ISO/IEC 17025 geaccrediteerd
kalibratielaboratorium® met als doel het vaststellen van het wel of niet voldoen aan de specificaties
die aan de apparatuur is gesteld en het juist instellen van de alarmgrenzen.

¢ Valideren van incubatie- en koelapparatuur: vaststellen van de juistheid en de homogeniteit van
incubatie- en koelapparatuur, uitgevoerd door de instelling zelf, met gebruikmaking van herleidbaar
gekalibreerde thermometers of temperatuurvoelers met als doel te beoordelen of de apparatuur
geschikt is voor het beoogde gebruik.

o Kalibreren van PT100 voelers van het TRS: vaststellen van de juistheid van de voelers waarbij de
gemeten waarde wordt vergeleken met een metrologisch herleidbare referentiestandaard,
uitgevoerd door een daartoe EN-ISO/IEC 17025 geaccrediteerd kalibratielaboratorium.

e Controleren: tussentijds controleren van de PT100 voelers van het TRS, uitgevoerd door de
instelling zelf, met gebruikmaking van metrologisch herleidbaar gekalibreerde thermometers of
temperatuurvoelers met als doel te beoordelen of de apparatuur geschikt is voor het beoogde
gebruik.

o Homogeniteit: het verschil op een gegeven moment tussen de hoogste en laagste gemeten
temperatuur in incubatie- en koelapparatuur (temperatuurvariatie).

o Stabiliteit: de mate van korte-termijnverandering in temperatuur (het verschil tussen de hoogste en
de laagste gemeten temperatuur gedurende het in bedrijf zijn) op ieder punt in de incubatie- en
koelapparatuur (temperatuurfluctuatie). Temperatuurfluctuatie wordt over het algemeen
geregistreerd en gecontroleerd met behulp van een temperatuurregistratiesysteem.

¢ Resolutie: het aantal decimalen waarmee meetapparatuur de te meten waarde aangeeft

o Referentiethermometer: Metrologisch herleidbaar gekalibreerde thermometer (zie RvA-T018 voor
acceptabele herleidbaarheid).

2. Introductie en basisprincipes

2.1 Algemeen

In EN-ISO/IEC 17025 wordt in criterium 6.4.4 voorgeschreven dat geverifieerd moet worden of de
uitrusting aan gespecificeerde eisen voldoet alvorens deze (opnieuw) in gebruik te nemen. In criterium
6.4.6 wordt voorgeschreven dat meetuitrusting moet worden gekalibreerd wanneer deze invioed heeft
op de geldigheid van het te rapporteren resultaat. Hieruit volgt dat alle incubatie- en koelapparatuur
waarin de temperatuur binnen bepaalde grenzen moet blijven, getoetst moeten worden op juistheid,
homogeniteit en stabiliteit.

1 Het testlaboratorium mag de kalibratie ook zelf uitvoeren. Zie voor de extra eisen hiervoor document RvA-T015.
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Incubatie, maar ook opslag, van micro-organismen moet veelal bij een voorgeschreven temperatuur en
binnen een bepaalde marge plaatsvinden. Opslag moet bijv. tussen de 2 °C en 8 °C plaatsvinden,
incubatie bij bijv. tussen de 36 °C en 38 °C. Dit houdt in dat het materiaal dat opgeslagen wordt niet
kouder mag worden dan 2 °C en niet warmer dan 8 °C; en dat het te incuberen materiaal niet kouder
dan 36 °C en niet warmer dan 38 °C mag worden tijdens de incubatieperiode.

Elk laboratorium moet er voor zorgdragen dat de incubatie- en koelapparatuur voldoet aan de
voorwaarden. Dat kan onder eigen beheer of door dit te laten uitvoeren door een daarvoor
geaccrediteerd kalibratielaboratorium. Deze kalibratielaboratoria zijn door hun accreditatie aantoonbaar
competent en kunnen daardoor de in de EN-ISO/IEC 17025 vereiste metrologische herleidbaarheid
bieden. Geaccrediteerde kalibratielaboratoria weten hoe de temperatuurmetingen op de juiste wijze
moeten worden uitgevoerd en hoe de resultaten moeten worden berekend, waarbij de gemeten
waarden ook op aanvraag getoetst kunnen worden aan specificaties. Het testlaboratorium moet hierbij
dan aangeven op welke plaatsen gemeten moet worden en opgeven aan welke criteria de incubatie- en
koelapparatuur moet voldoen.

Deze bijlage is bedoeld als richtlijn voor testlaboratoria voor de borging van incubatie- en
koelapparatuur middels kalibratie, validatie en controle. Informatie is tevens te vinden in de norm
NEN-EN-ISO 7218.

2.2 Frequentie

De frequentie waarmee een kalibratie of validatie van incubatie- en koelapparatuur moet worden
uitgevoerd hangt af van het gebruik, het onderhoud en de leeftijd van het apparaat en van de resultaten
van de voorgaande kalibraties of validaties. Als vuistregel wordt hiervoor gehanteerd dat kalibratie of
validatie van incubatie- en koelapparatuur met een frequentie van minimaal 1x per 4 jaar wordt
uitgevoerd, tenzij op basis van een risicoanalyse een andere frequentie acceptabel is. Tussentijdse
controle op die posities waar de temperatuur een minimum of maximum waarde heeft (zoals is
gebleken uit de meest recente kalibratie of validatie) wordt aanbevolen, om zo tijdig afwijkingen te
signaleren. Daarnaast moet een kalibratie of validatie worden uitgevoerd bij ontvangst van een
apparaat, na verplaatsing ervan, na reparatie, na (groot) technisch onderhoud en na buiten gebruik van
het laboratorium te zijn geweest.

Herleidbare kalibratie van de voelers van het TRS systeem wordt uitgevoerd met een frequentie van 1x
per jaar, tenzij op basis van een risicoanalyse een lagere frequentie verantwoord wordt geacht. Het is
aan het laboratorium om deze lagere frequentie te onderbouwen, waarbij de minimale frequentie 1x per
accreditatiecyclus is. Zie ILAC G24 voor meer informatie.

2.3 Basisprincipes

De meeste apparaten met een temperatuurregeling zijn voorzien van een systeem om de temperatuur
zo homogeen mogelijk te verdelen. Echter, ook al bezit het apparaat een ventilator of ander mechanisch
mengsysteem, de temperatuur is nooit volkomen homogeen verdeeld. Dit is de reden dat aangetoond
moet worden dat elke locatie in de ruimte van het apparaat voldoet aan de criteria.

Daarbij geldt dat de luchtstroom in een lege ruimte anders is dan wanneer deze gevuld is met materiaal.
De metingen voor een validatie moeten daarom in zowel lege (= onbeladen) als in (maximaal) beladen
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toestand (vergelijkbaar met de situatie die overeenkomt met de praktijk) plaatsvinden. Hiermee zijn wat
betreft belading de twee extreme situaties gedekt en kan worden aangenomen dat alle tussenliggende
situaties daarmee voldoende geborgd zijn.

Bij een door de instelling zelf uitgevoerde validatie moet gebruik gemaakt worden van metrologisch
herleidbaar gekalibreerde thermometers of temperatuurvoelers. Het is daarbij van belang om eisen te
stellen aan de prestaties van de te gebruiken thermometers of temperatuurvoelers. In de praktijk zal
vooral gebruik gemaakt worden van PT-100 temperatuurvoelers. Voor dit doel geschikte PT-100 voelers
zijn de voelers met een zgn. 4-draads aansluiting (behorend tot klasse A, AA, 1/3 DIN of 1/10 DIN). Het
kalibratierapport van deze thermometers of temperatuurvoelers bevat informatie over de systematische
afwijking (de zgn. bias of deviation) t.o.v. de referentietemperatuur en over de meetonzekerheid in een
bepaald meetbereik. De instelling zal deze informatie moeten toetsen aan de eigen prestatie-eisen die
gesteld worden aan de thermometers of temperatuurvoelers. Deze eisen zijn afthankelijk van het
gebruiksdoel van het apparaat wat gevalideerd of gecontroleerd moet worden. Zo zijn de eisen aan een
incubator voor microbiologische analyses, waarbij bijv. een temperatuurregeling van + 1 °C gevraagd
wordt, strenger dan die van bijv. een -80 °C vriezer of koelkast die moet koelen op een temperatuur
tussen 2 °C en 8 °C. Om een zinvolle temperatuurmeting te kunnen doen zal de meetonzekerheid
minimaal een factor 3 tot 4 kleiner zijn moeten zijn dan de toegestane afwijking (dus bijv. 0,33 °C bij
+1°C).

Voor thermometers of temperatuurvoelers die gebruikt worden voor de verificatie van incubatoren

worden de volgende vuistregels aangehouden:

¢ Bij een afwijking < 0,1 °C is justeren niet persé noodzakelijk. Indien niet gejusteerd wordt moet voor
de afwijking gecorrigeerd worden door het toepassen van een correctiefactor.

e  Bij een afwijking > 0,1 °C moet de thermometer of temperatuurvoeler gejusteerd worden, zodanig
dat de afwijking < 0,1 °C bedraagt.

o  De meetonzekerheid van de thermometer of temperatuurvoeler moet < 0,30 °C bedragen voor
gebruik in incubatie- en koelapparatuur die moeten regelen op £ 1 °C.

e De meetonzekerheid van de thermometer of temperatuurvoeler moet < 0,15 °C bedragen voor
gebruik in incubatie- en koelapparatuur die moeten regelen op £ 0,5 °C.

Bij andere toepassingen wordt de instelling geacht de grens voor justeren via een risicobeoordeling zelf
vast te stellen.

3. Kalibratie en validatie van incubatie- en koelapparatuur

3.1 Kalibratie van incubatie- en koelapparatuur

Uitvoering van de bepaling van de juistheid en homogeniteit gebeurt door een daartoe geaccrediteerd
kalibratielaboratorium, waarbij de criteria voor de kalibratie moeten worden aangeleverd door het
laboratorium zelf. De resultaten worden o.a. gebruikt voor de instelling van de alarmgrenzen, zoals
beschreven onder 3.2 (vanaf punt 6)
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3.2 Validatie van incubatie- en koelapparatuur

Uitvoering van de bepaling van de homogeniteit gebeurt door het laboratorium zelf.

1. Gebruik herleidbaar gekalibreerde temperatuurvoelers (thermometers of temperatuuropnemers)
die een minimale resolutie van 0,1 °C en een maximale meetonzekerheid hebben van 0,3 °C.

2. Bepaal het aantal meetposities en de locatie daarvan in de stoof/koelkast (dit is afhankelijk van de
grootte van de stoof/koelkast).

Toelichting:

Gebruikelijk is de keuze voor 5 of 9 meetpunten. Dit is afhankelijk van de grootte van de kast.
Hanteer 5 meetpunten voor een apparaat met een inhoud < 0,75 m3, hanteer 9 meetpunten
voor een apparaat met een inhoud < 2 m3. Voor apparaten met een grotere inhoud (bijv.
inloopstoven of koelkamers) moeten meer meetpunten gebruikt worden. Bij 5 meetpunten
liggen de meetposities op elk vlak van de inhoud van de stoof in de hoekpunten die diagonaal
tegenover elkaar liggen; bijv. links-voor-boven, rechts-voor-onder, links-achter-onder en rechts-
achter-boven + 1 meetpunt in het midden van de stoof/koelkast. Bij 9 meetpunten is elke hoek
van de broedstoof een meetpositie + 1 meetpunt in het midden van de stoof/koelkast.

3. Gebruik daarnaast - als 6e of 10e meetpunt - een temperatuurvoeler op een vaste positie. Dit is
direct naast de temperatuurvoeler die gebruikt wordt voor het temperatuurregistratiesysteem.

4. Voer de metingen uit en laat de kast of ruimte zo veel mogelijk gesloten tijdens de uitvoering van
de metingen. Doe dit zowel in onbeladen, alsook in een beladen situatie (zie basisprincipes).

5. Meet op elke positie gedurende een ruime periode de temperatuur met regelmatige intervallen
(bijv. elke 5 minuten) totdat een stabiele temperatuur is bereikt. Een stabiele temperatuur is bereikt
wanneer over minimaal 60 minuten de fluctuatie tussen de maximum en de minimum temperatuur
< 0,2 °C bedraagt bij het meetpunt direct naast de temperatuurvoeler die gebruikt wordt voor het
temperatuurregistratiesysteem en bij het meetpunt in het midden van stoof/koelkast. Vervolgens
wordt op elke positie de temperatuur afgelezen en deze temperatuur wordt gebruikt voor het
bepalen van de homogeniteit.

Opm: de reguliere fluctuatie in de incubator wordt geregistreerd met het TRS systeem en wordt
geacht een gelijke bijdrage te hebben op elke positie in de stoof.

6. Corrigeer voor elke positie de meetwaarde voor de systematische afwijking (bias) die de
betreffende temperatuurvoeler heeft. Indien naar de ware waarde gejusteerd is, is dit laatste niet
nodig.

Opm: het acceptatie-interval wordt verkleind met de meetonzekerheid en de meetwaarde wordt
gecorrigeerd voor de systematische afwijking, indien de voeler een afwijking heeft.

7. De maat voor homogeniteit is feitelijk de maximale temperatuurverdeling in het te valideren
apparaat en wordt bepaald door de minimale en de maximale temperatuur.

8. Stel de alarmgrenzen n.a.v. de resultaten van de kalibratie of validatie bij. Hierbij geldt dat na
instellen van de alarmgrenzen geborgd wordt dat op elk moment en op elke positie van het
gekalibreerde of gevalideerde apparaat de temperatuur voldoet aan de eisen die gesteld worden in
bijv. een ISO methode. Dit houdt dus in dat de alarmgrenzen van een broedstoof niet gelijk zijn aan
de temperatuurmarges uit een methode, veelal £ 1 °C, maar dat deze juist gecorrigeerd of
aangepast moeten worden aan de vastgestelde spreiding. Bedenk hierbij dat in de meeste (ISO of
NEN) normen de incubatietemperatuur wordt opgegeven in hele graden, dus bijv. 37 °C + 1 °C,
terwijl we bij kalibratie of validatie op 1 decimaal nauwkeurig werken. Om geen appels met peren te
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vergelijken betekent dit in dit voorbeeld dat de stoof geregeld moet worden op een temperatuur van
37 °C £ 1,4 °C, dus tussen de 35,6 °C en de 38,4 °C.

Voorbeeld:

Als een spreiding in de temperatuur wordt bepaald in een bereik van 36,8 °C tot 37,3 °C, en de
incubator is ingesteld op 37 °C + 1,4 °C, dan moeten de alarmgrenzen worden bijgesteld van
35,6 °C - 38,4 °C naar 35,8 °C tot 38,1 °C om ervoor te zorgen dat de temperatuur altijd op elke
positie van de incubator tussen de 35,6 °C en de 38,4 °C blijft.

Meetpunt Beladen Onbeladen
Boven links voor 37,0 °C 37,2°C
Boven links achter 37,3°C 37,1°C
Boven rechts voor 37,2°C 37,0 °C
Boven rechts achter 37,3°C 37,1°C
Centrum midden 37,0 °C 36,9 °C
Onder links voor 36,8 °C 36,8 °C
Onder links achter 36,9 °C 37,1°C
Onder rechts voor 37,0 °C 37,0 °C
Onder rechts achter 37,0 °C 37,0 °C

Geel = hoogste temperatuur
Groen = laagste temperatuur

In bovengenoemd voorbeeld is echter nog niet gecorrigeerd voor de bias en de meetonzekerheid
van de in de kalibratie of validatie gebruikte PT100 voelers.

Stel dat de PT100 voeler voor positie “Onder links voor” een bias van 0,2 °C heeft en een MU van
0,3 °C, dan is de temperatuur op deze positie feitelijk 36,8 - 0,2 = 36,6 °C + 0,3 °C. De minimale
temperatuur op deze positie komt dan na correctie uit op 36,3 °C (dus -0,7 °C t.0.v. de ingestelde
temperatuur van 37,0 °C).

Stel vervolgens dat de PT100 voeler voor positie “Boven links achter” een bias van -0,1 °C heeft en
een MU van 0,3 °C, dan is de temperatuur op deze positie feitelijk 37,3 + 0,1 = 37,4 °C £ 0,3 °C. De
maximale temperatuur op deze positie komt dan na correctie uit op 37,7 °C (dus + 0,7 °C t.o.v. de
ingestelde temperatuur van 37,0 °C).

Op basis van deze gecorrigeerde waarden moeten de alarmgrenzen dan worden ingesteld op
“35,6 + 0,7 = 36,3 °C” als ondergrens en “38,4 — 0,7 = 37,7 °C” als bovengrens.

4. Kalibratie van PT100 voelers van het TRS

De temperatuur van kritische apparatuur zoals incubatie- en koelapparatuur moet continu gemonitord
worden. Daarvoor wordt veelal een Temperatuur Registratie Systeem (TRS) gebruikt. De voelers van
een dergelijk TRS moeten in lijn met criterium 6.4.6 van EN-ISO/IEC 17025 herleidbaar gekalibreerd
worden. Gelet op de kritische aard van het TRS is de frequentie van deze kalibratie 1x per jaar, tenzij
op basis van een risicoanalyse een lagere frequentie verantwoord wordt geacht. Het is aan het
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laboratorium om deze lagere frequentie te onderbouwen, waarbij de minimale frequentie 1x per
accreditatiecyclus is.

Op basis van de resultaten van deze kalibratie wordt de instelling van de incubatie- en koelapparatuur
al dan niet aangepast.

5. Controle van PT100 voelers van het TRS

Naast een jaarlijkse kalibratie is het verstandig om tussentijds controles uit te voeren van de PT100
voelers van het TRS. Immers, wanneer na een jaar bij de volgende kalibratie wordt vastgesteld dat een
voeler verlopen is, waardoor de ingestelde grenzen niet gegarandeerd worden, zouden in theorie alle
resultaten in de tussenliggende periode ter discussie moeten worden gesteld.

e  Controle van de voelers van het TRS wordt uitgevoerd met behulp van een herleidbaar
gekalibreerde thermometer (veelal PT100 of PT1000; met een zgn. 4-draads aansluiting, behorend
tot klasse A, AA, 1/3 DIN of 1/10 DIN).

e  Controle wordt altijd uitgevoerd als ingangscontrole na kalibratie. Dit om een eventueel
systematisch verschil a.g.v. de door het kalibratielaboratorium gebruikte meetmethode in kaart te
brengen.

e  Frequentie van tussentijdse controle is veelal risico gebaseerd en zal door het laboratorium zelf
moeten worden onderbouwd.

e  Voor de controle wordt de herleidbaar gekalibreerde thermometer (referentiethermometer) direct
naast de TRS voeler geplaatst en wordt gedurende een ruime periode de temperatuur met
regelmatige intervallen (bijv. elke 5 minuten) gemeten totdat een stabiele temperatuur is bereikt.
Een stabiele temperatuur is bereikt wanneer over minimaal 60 minuten de fluctuatie tussen de
maximum- en de minimum temperatuur < 0,2 °C bedraagt.

e  Op basis van de resultaten van deze controle kan het laboratorium besluiten om de instelling van
de incubatie- en koelapparatuur al dan niet aan te passen.
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