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Analizy molekularne - jakie wymagania?

Bez okreslenia wymagan wykonanie analizy jest niemozliwe

Przyktad GMO

* Progi maksymalne (dozwolony poziom domieszek GM w produktach i w partii nasion)

Jaka doktadnosc¢ analizy jest konieczna?

Jaka niepewnosc¢ pomiaru jest akceptowana ?

Jakie informacje sg potrzebne do wykonania badania?

Jakie koszty analizy jesteSmy w stanie zaakceptowac?



Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

Rozne wyniki analiz?

» Szczegolnie przy matych zawartosciach GM mozliwe jest otrzymanie réznych
wynikow przy powtdrnej analizie tej samej probki (wyniki niejednoznaczne)

* Rdézne mogg by¢ rowniez wyniki analiz wykonywanych przez rézne laboratoria
* Harmonizacja metod?

* Progi znakowania nie powinny by¢ zbyt niskie poniewaz niepewnos¢ analizy
zwieksza sie wraz ze spadkiem zawartosci GM w prébie (rosng rowniez koszty)
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Analizy - raport

Jakie informacje moga znalez¢ sie w raporcie z badan?

Jakich informacji nie mozna podawac w raporcie z badan?

 Jak pobierano probe?

* Jaka jest metoda analityczna?

e Jaka jest niepewnosS¢ pomiaru?

* Jaki jest limit wykrywalnosci LOD?
 Jaki jest limit oznaczalnosci LOQ?
* Wynik analizy

* Interpretacja wyniku?
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Analizy PCR

* Poszukiwana sekwencja DNA (matryca) musi by¢ obecna (PFU)
* Kontrola pozytywna

* Kontrola bez matrycy (woda)

» Kontrola izolacji

» Kontrola inhibicji reakgji

* minimalna liczba cykli

e wartos¢ Ct dla reakcji gPCR

* krzywa topnienia
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Reprezentatywna probka

Podprdba, préba pierwotna:

* Pojedyncza porcja pobrana losowo z partii

Proba laboratoryjna, proba ztozona, proba mieszana

e Zbiodr jednej lub wielu podpob pobrane z partii w celu wykonania analizy
(reprezentatywna dla partii)

Proba analityczna

* Préba przygotowana z probki laboratoryjnej poprzez mielenie (jesli konieczne) i
homogenizacje.
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Wynik analizy odnosi sie do analizowanej proby!!!

Préba przygotowana do analizy. Czes¢ wykorzystana do
ekstrakcji DNA w jednym czasie.

Powtdrzenia izolacji DNA z roznych porcji do analizy
uzyskanych z tej samej préby analityczne;j.

Powtdrzenia PCR, reakcje PCR przeprowadzone na tym
samym powtdrzeniu ekstrakcji DNA analizowane w
réznych probdéwkach (dotkach)

Probobiorca.
Metoda bopierania proby.
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Etapy analizy

Porcja do analizy

* Proba przygotowana do testu lub analizy. Czes¢ wykorzystana do
ekstrakcji DNA w jednym czasie.

Powtdrzenia ekstrakgji

* DNA wyizolowane z roznych porcji do analizy pobrane z tej samej
probki analitycznej.

Powtorzenia PCR

* Reakcje PCR przeprowadzone na tych samych powtdrzeniach ekstrakgji
DNA w roznych probowkach reakcyjnych

Wynik testu

* Wynikiem testu jest wartos¢ Ct lub liczba kopii uzyskana z powtorzenia
reakcji PCR
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Interpretacja wyniku - harmonizacja

* Pobieranie prob ?
e Ta sama metoda analityczna?
* Projektowanie analizy (powtdrzenia, kontrole, etc)

* Niepewnosci pomiaru (szacowanie, wyrazanie)

* Przedstawianie wyniku

* Interpretacja wyniku

Przyktad — rozporzadzenie 619/2011/WE
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Rozporzadzenie 619/2011/WE
Harmonizacja oficjalnej kontroli pasz GM

e ustanawiajgce metody pobierania probek i dokonywania analiz do celow
urzedowej kontroli paszy pod katem wystepowania materiatu genetycznie
zmodyfikowanego, dla ktorego procedura wydawania zezwolenia jest w toku lub
dla ktorego zezwolenie wygasto

Harmonizacja istotna w przypadku polityki zero tolerancji dla nieautoryzowanego
GMO w paszy
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Rozporzadzenie 619/2011

* Dotyczy tylko pasz GM;

Ustala techniczne zero na poziomie 0,1% - najnizszy poziom
zawartosci GM wykorzystywany w walidacji metod przez
Europejskie Laboratorium Referencyjne

 Harmonizuje probkobranie i analizy w celach oficjalnych kontroli
na terenie EU

Materiat genetyczny musi:
e Byc¢ autoryzowany w kraju poza UE;
* Miec aktualny lub wygasty wniosek do EFSA (Rozp. 1829/2003);

* Whiosek o autoryzacje w trakcie rozpatrywania przez min 3 miesigce

* Pozytywna opinia EFSA w zakresie oceny bezpieczenstwa dla zdrowia i
srodowiska przy obecnosci ponizej 0.1%;

e Zwalidowane przez EU-RL GMFF metody analiz ilosciowych;

* Dostepnosc¢ certyfikowanych materiatéw referencyjnych
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Rozporzadzenie Komisji (UE) Nr 619/2011

* harmonizacja urzedowych kontroli pasz pod katem wykrywania materiatéw GM poprzez
przyjecie wspolnych metod pobierania prébek

* metody powinny sie opiera¢ na uznanych protokotach naukowych i statystycznych i normach
miedzynarodowych

* Powinny obejmowac:
» Poszczegodlne etapy pobierania probek
- Srodki ostroznosci, jakie nalezy podja¢
« Warunki, w jakich pobiera sie probki pierwotne i laboratoryjne
« Zasady obchodzenia sie z prébkami laboratoryjnymi
« Zasady zamykania i etykietowania probek

e Szczegdlne warunki dostosowane do sposobu pakowania paszy- hurtowe opakowanie
produktéw rolnych lub opakowanie zbiorcze lub jednostkowe
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Rozporzadzenie Komisji (UE) Nr 619/2011

* minimalna wymagana wartos¢ graniczna wydajnosci (MRPL)- najnizszy
poziom materiatu GM brany pod uwage przez LR-UE do zatwierdzenia
metod ilosciowych

* 0,1% utamka masy materiatu GM w paszy

 MRPL- najnizsza ilosc¢ lub stezenie analitu w probce, ktore urzedowe
laboratoria majg wiarygodnie wykrywac i potwierdzac



Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

Rozporzgdzenie Komisji (UE) Nr 619/2011

Zatacznik |- Metody pobierania probek

 Stosuje sie zatacznik | do rozporzadzenia (WE) 152/2009

e Materiat zmodyfikowany genetycznie uznaje sie za substancje z duzym prawdopodobienstwem
nierdwnomiernie roztozong w paszy

* W drodze odstepstwa od pkt 5.B.3, 5.B.4 i 6.4 zatgcznika | do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009

» wielkos¢ probek zbiorczych materiatow paszowych nie jest mniejsza niz masa
odpowiadajgca 35 000 ziaren

* a probka konncowa nie jest mniejsza niz masa odpowiadajgca 10 000 ziaren



Rozporzadzenie Komisji (UE) Nr 619/2011
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Roslina

Masa [g] odpowiadajaca
10 000 ziaren/nasion

Masa [g] odpowiadajaca
35 000 ziaren/nasion

Jeczmien, proso, owies, 400 1400
ryz, zyto, pszenica
Kukurydza 3000 10500
Soja 2000 7000
Rzepak 40 140
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Rozporzadzenie Komisji (UE) Nr 619/2011

Zatgcznik Il, A- Przygotowanie probek do analizy
Stosuje sie wymogi rozporzadzenia (WE) nr 152/2009

1. Przygotowanie probki koncowej

Urzedowe laboratoria stosujg normy EN ISO 24276, I1ISO 21570, ISO 21569, ISO 21571,
ktore wskazujg strategie homogenizacji probki laboratoryjnej, ograniczenia probki
laboratoryjnej do analitycznej, przygotowania probki badawczej oraz ekstrakgji i
badania docelowego analitu

2. Wielkos¢ probki do analizy

Powinna gwarantowac oznaczenie ilosciowe materiatu zmodyfikowanego genetycznie
przy obecnosci na poziomie MRPL (0,1%) przy statystycznym poziomie ufnosci 95%.
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Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009

ustanawiajgce metody pobierania probek i dokonywania analiz do celow urzedowej kontroli pasz

Pobieranie probek (zatagcznik I)

Personel

Probki pobierane sg przez osoby upowaznione do tego celu przez
panstwa cztonkowskie

cAparatura i sprzet

Sprzet do pobierania probek musi by¢ wykonany z materiatow, ktore
nie zanieczyszczg kontrolowanego produktu. Taki sprzet moze byc
urzedowo zatwierdzony przez panstwa cztonkowskie.
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Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009

ustanawiajgce metody pobierania probek i dokonywania analiz do celéow urzedowej kontroli pasz

Prébki zbiorcze Liczba p.z. rézni sie w zaleznosci od rozmiaru kontrolowanej partii. Catkowita
waga probek pierwotnych tworzgcych kazdg prébke zbiorczg jest nie mniejsza niz 4 kg.

Wielkos¢ probek zbiorczych

Waga partii [t] Min. liczba prébek zbiorczych
Do1 1
1-10 2
10- 40 3
>40 4

Rozmiar partii [ilo$¢ opakowan]  Min. liczba prébek zbiorczych

1- 16 1
17- 200 2
201- 800 3
>800 4

Wielkos¢ probki zbiorczej =2 masa 35 000 nasion
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Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009

ustanawiajgce metody pobierania préobek i dokonywania analiz do celéw
urzedowej kontroli pasz

Prébki koncowe
* Otrzymywane z kazdej probki zbiorczej w wyniku redukcji.

 Wymagana analiza przynajmniej 1 probki koncowej na probke
zbiorczg

* Waga probki kornicowej do analizy 2500 g

Probka koncowa = masa 10 000 nasion



JRC SCIENCE AND POLICY REPORTS

Revised Guidance on the Detection of
Genetically Modified Rice Originating
from China Using Real-Time PCR for the
detection of P-35S, T-nos and CrylAb/Ac

Antoen Lievens
Marco Mazzara
Joachim Kreysa

2014

Fwgart U T007E 0%

Produkty ryzowe pochodzace z Chin zanieczyszczone
nieautoryzowanym ryzem Bt63, RASFF z 2006 —
Decyzja Komisji 2008/289/EC

Ryz linie: Kefeng6, Kemingdaol, RASFF. Decyzja
Komisji 2011/884/EU

Brak info. dotyczgcej struktury molekularne;j,
sekwencji nukleotyddw, certyfikowane materiaty
referencyjne

Nowa Decyzja Komisji 2013/287/EU uaktualnia i
wyjasnia metody detekcji (minimalizujgc mozliwos¢
pojawienia sie fatszywie pozytywnych wynikow)
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Procedura skriningu PCR w celu wykrycia obecnosci ryzu GM w
produktach pochodzacych z Chin

Partie ryzu — produkty z ziarnem

2.5 kg
Probka laboratoryjna

4 probki . . . . 240 g (10,000 ziaren kazda)

analityczne

Izolacja DNA z dwéch porcji do analizy (100
E 2 5z mg-1g)

l DNA (20 ng) jest analizowane
pod katem 3 elementow

Analiza PCR PLD-rice P-35S T-nos CrylAb/Ac

Lievens A. et al. JRC Publications Office of the European Union, 2014
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Procedura skriningu PCR w celu wykrycia obecnosci ryzu GM w
produktach pochodzacych z Chin

Partie ryzu — produkty przetworzone

2.5 kg (lub zredukowane do 0,5kg)
Probka laboratoryjna

Jedna probka

analityczna .
Dﬂllll}l'ﬁ

125g (zmielone, homogeniczne)

Izolacja DNA z dwdch porcji do analizy (100mg-1g)
- J, DNA (20 ng) jest
' analizowane pod katem 3
Analiza PCR PLD-rice P-35S T-nos CrylAb/Ac | glementéw

Lievens A. et al. JRC Publications Office of the European Union, 2014
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Wynik skriningu real-time PCR (3
przyktadowe wyniki)

konkluzja
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-
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GM positive

Lievens A. et al. JRC Publications Office of the European Union, 2014




Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

Jak poprawnie wykonac analize

* Wiedza naukowa
e Znajomosc regulacji prawnych
* Odpowiednio dobrane wyposazenie

e Zwalidowane metody

* Personel i jego kompetencje

Zarzadzanie (jakos¢ i organizacja)

* Koszty
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Stosowanie metod analizy i wyrazanie wynikow

1. Warunki ogdlne

Urzedowe laboratoria muszg :

- byc zgodne z wymogami ISO 17025 i stosowac ilosciowe metody analizy, ktore zostaty
zatwierdzone przez laboratorium referencyjne Unii Europejskiej we wspotpracy z europejska
siecig laboratoriow dla GMO.

- gwarantowaé, ze sg w stanie przeprowadzi¢ wystarczajgco precyzyjnie (wzgledne odchylenie
standardowe w warunkach powtarzalnosci mniejsze lub rowne 25 %) analize na poziomie 0,1 %
utamka masy materiatu zmodyfikowanego genetycznie w paszy.

2. Zasady interpretacji wynikow

Aby zapewni¢ poziom ufnosci okoto 95 %, wynik analizy nalezy zapisaé jako x +/— U,
gdzie x oznacza wynik analizy dla jednego zdarzenia transformacyjnego, a U oznacza
odpowiedniq rozszerzonq niepewnosc¢ pomiaru.
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Stwierdzenie zgodnosci - norma PN-EN ISO/IEC17025:2018-02

Laboratorium powinno przedstawiaé stwierdzenie zgodnosci w taki
sposob, aby stwierdzenie jasno identyfikowato:

» do ktoérych wynikow odnosi sie stwierdzenie zgodnosci,

» ktore specyfikacje, normy badz ich czesci sa spetnione, a ktore nie,

- zastosowana zasade podejmowania decyzji (o ile nie jest ona wiasciwie
okreslona we wskazanej specyfikacji lub normie].‘

Zasada podejmowania decyzji — reguta opisujgca w jaki sposdb wartosé niepewnosci
pomiaru jest uwzgledniania przy okreslaniu zgodnosci z wyspecyfikowanymi wymaganiami
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Stwierdzenie zgodnosci

Goérna granica
tolerancji

e+

UszsT I

Dolna granica
tolerancji

e

e
boe

Przypadek L. 2: 3. 4.

1. Wynik wraz z przedziatem niepewnosci rozszerzonej pomiaru zawiera sie w granicach toleranciji.
2. Wynik nominalny zawiera sie w granicach tolerancji a przedziat niepewnosci rozszerzonej pomiaru przechodzi przez granice tolerancji.
3.  Wynik nominalny jest poza granicami tolerancji, a przedziat niepewnoS$ci rozszerzonej zawiera sie czesciowo w granicach tolerancji.

4. Wynik wraz z przedziatem niepewnosci rozszerzonej pomiaru znajduje sie w catosci poza granicami tolerancji.



HaR

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

/asada prostej akceptaci

Goma granica
tolerancji

Dolna granica
tolerancji

Decyzja
Stwierdzenie
zgodnosci

Przypadek

i
U%T I
: t
Akceptacja Akceptacja Odrzucenie  Odrzucenie
ZGODNY ZGODNY NIEZGODNY NIEZGODNY]

Laboratorium stwierdza jego zgodnos¢ gdy wynik pomiaru znajduje sie ponizej granicy
(lub w przedziale okreslonej tolerancji).

Laboratorium odrzuca wynik (stwierdza jego niezgodnos¢), gdy znajduje sie on powyzej
ustalonej granicy (lub poza przedziatem okreslonej tolerancji).

Przy zastosowaniu tej zasady stwierdzenia zgodnosci dla wynikéw pomiaréw mogg by¢
przedstawione jako:

Akceptacja (ZGODNY) — uzyskane wyniki mieszczg sie w granicy danej tolerancji. Ryzyko
btednej akceptacji wynosi do 50% w przypadku wynikéw zblizonych do granicy tolerancji.
Odrzucenie (NIEZGODNY) - jeden lub wiecej wynikdw jest poza granicg tolerancji. Ryzyko
btednego odrzucenia wynosi do 50% w przypadku wynikdéw zblizonych do granicy

tolerancji.
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Zasada podejmowanie decyzji w oparciu o pasmo ochronne
(guard band)

W tej zasadzie wykorzystywane jest tzw. pasmo ochronne ,guard band”, ktore pozwala na ustalenie strefy akceptacji

i strefy odrzucenia. W tej instrukcji przyjeto, ze pasmo ochronne stanowi wartos¢ niepewnosci.

e wartosci miedzy gérng granicg oraz gérnym przedziatem niepewnosci stanowig pasmo ochronne gorne.

e wartosci miedzy dolng granicg oraz dolnym przedziatem niepewnosci stanowig pasmo ochronne dolne.
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Zasada podejmowanie decyzji w oparciu o pasmo ochronne
(guard band)

Podejscie pierwsze ——— T I }
» Akceptacja (zgodnos¢) z uwzglednieniem pasma ochronnego przy 95% tolerancji t T
poziomie ufnosci (U95); wynik pomiaru znajduje sie w strefie akceptacji. I
Ryzyko btednej akceptacji wynosi ponizej 2,5%. Ugsi {
Dolna granica 1 =
« Odrzucenie (niezgodnoé¢) z uwzglednieniem pasma ochronnego przy 95% " . 1 I

poziomie ufnosci (U95); wynik pomiaru znajduje sie w strefie odrzucenia.

4 . .. Decyzja Akceptacja Odrzucenie Odrzucenie  Odrzucenie
Ryzyko btednego odrzucenia wynosi ponizej 2,5%. . .
Stwierdzenie ZGODNY NIEZGODNY NIEZGODNY NIEZGODNY|
zgodnosci
* Jezeli wynik pomiaru znajduje sie w strefie odrzucenia, pewnosé Przypadek 1. 2. (identyczne postepowanie w 3) 4.

stwierdzenia niezgodnosci tego wyniku z wymaganiem jest bliska 97,5%.
Ryzyko btednego odrzucenia jest mniejsze niz 2,5%.
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Zasada podejmowanie decyzji w oparciu o pasmo ochronne
(guard band)

Podejscie drugie I
* Dopuszczona jest warunkowa akceptacja (warunkowa zgodnos¢) oraz Géma granica - ermmm E I
o5
warunkowe odrzucenie (warunkowa niezgodno$¢) Stan ten jest orzekany, jezeli [ 1
wynik znajduje sie w pasmie ochronnym przy odpowiedniej strefie akceptacji I
lub odrzucenia. i
I Ugs
g f
* Akceptacja (zgodnos¢) — wynik znajduje sie w strefie akceptacji. Ryzyko btednej o = I S i -
> . . Dolna granica A
akceptacji wynosi ponizej 2,5%. l

* Warunkowa akceptacja — wynik miesci sie w polu tolerancji w pasmie Decyzja Akceptacja ~ Warunkowa Akceptacja ~ Warunkowe odrzucenie ~ Odrzucenie
ochronnym przy 95% poziomie ufnosci (U95). Jednak rozszerzona niepewnosc
wyniku przekroczyta granice tolerancji. Dla wyniku bliskiego granicy tolerancji,

L. . Stwierdzenie ZGODNY ZGODNY WARUNKOWO NIEZGODNY NIEZGODNY

ryzyko btednego przyjecia wynosi do 50%. — ——
zgodnosci

*  Warunkowe odrzucenie — wynik znajduje sie poza granicami tolerancji. Jednak Przypadek 1. 2. 3, 4.

rozszerzona niepewnos$¢ wyniku znajduje sie w polu tolerancji w pasmie
ochronnym przy 95% poziomie ufnosci (U95). Dla wyniku bliskiego granicy
tolerancji, ryzyko btednego odrzucenia wynosi do 50%.

* Odrzucenie (niezgodnos$¢) — wynik znajduje sie w strefie odrzucenia. Ryzyko
btednego odrzucenia wynosi ponizej 2,5%.
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HaR

Zasada - akceptowanie wyniku poza granicami tolerancji, z przedziatem
niepewnosci rozszerzonej zawierajgcej sie czesciowo w granicach tolerancji

Zasada przyjmuje zatozenia przewodnika “Guidance document for complement authorities for Géma granica T
the control of compliance with EU legislation on aflatoxins” wyd. Nov. 2010 tolerancji I
Zgodnosc: i I
* wynik wraz z przedziatem niepewnosci rozszerzonej pomiaru zawiera sie w granicach Uss I
tolerancji. Ryzyko btednej akceptacji wynosi do 2,5 %, ) f
Dolna granica I T
. . . . . . o - . tolerancji i 0
* wynik nominalny zawiera sie w granicach tolerancji a przedziat niepewnosci rozszerzonej I
pomiaru przechodzi przez granice tolerancji. Ryzyko btednej akceptacji wynosi do 50% w
przypadku wynikow zblizonych do granicy tolerancji. Decyzja Akceptacja Akceptacja ~ Warunkowa Akceptacja  Odrzucenie
Warunkowa zgodnosé: Stwierdzenie ZGODNY ZGODNY ZGODNY| WARUNKOWO NIEZGODNY
zgodnosci
* - wynik nominalny jest poza granicami tolerancji, a przedziat niepewnosci rozszerzonej
Przypadek 1. 2. 3. 4.

zawiera sie cze$ciowo w granicach tolerancji. Ryzyko btednej akceptacji wynosi do 95%.

e Odrzucenie - wynik wraz z przedziatem niepewnosci rozszerzonej pomiaru znajduje sie w

catosci poza granicami tolerancji. Ryzyko btednego odrzucenia wynosi do 2,5%.
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Przedstawianie opinii i interpretacji wg normy
PN-EN ISO/IEC17025:2018-02

* Opinieiinterpretacje mogg by¢ wydawane przez upowazniony do
tego personel.

e Laboratorium powinno udokumentowad podstawy wydawania opinii i
interpretacji.

* Opinieiinterpretacje powinny opierac sie o uzyskane wyniki badan.
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