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Pracovni instrukce
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(cislo iizen6ho vVtisku na 0tvaru)
DrZitel iizen6ho vyitisku: Anna Spidlov6

Pracovni instrukce 2.0.11: Obsluha prfitokov6ho cytometru Coulter Epics XL

Udel instrukce: Ndvod na spuStdni prfrtokov6ho cytometru Coulter Epics XL, piiprava
na m6ien[, akvizice, ukondeni pr6ce, vypnuti a udrzba a pifstroje.

PoZadavky na syst6m:
o software coulter Epics XL ver. 1.5 ( ,,starf,, software ), kterli se otevie po

spu5t6nI pilstroje automaticky
o software Coulter Epics XL System ll ver. 1.5
o pfdcoVhf stanice Coulter Epics XL

Pracovni roztoky:
' Hemasol, izotonickif iediciroztok pro hematologick6 analyzfutory ( uZivdme misto

origindlniho nosn6ho roztoku )
. Coulter Clenz Cleaning Agent - distici roztok
r desinfekdni roztok do odpadni nldrle ( Savo )

Pracovni roztoky jsou uloZeny v lednici v laboratoii bun6dn6 imunity ( lab. 6. 1 ) av komorov6 lednici ( pil jem materidtu TMUNO ).

Spotiebni materiil:
c 2 x 75 mm polystyr6nov6 zkumavky pro pr0tokovou cytometrii ( BD Falkon nebo

BD Trucount )

Upozorn6ni pied spu5t6nim piistroje:
. Piistroj se spoustf pilmo, nenitieba piedem startovat fluidni syst6m.
. v6tsinu m6ieni provddime v software coulter Epics XL ver. 1.6 1 ,,starf,,

software ), kterii se otevie po spustdni piistroje automaticky.
o Zkumavky vklddan6 do cytometru nesmi blit popraskan6 ( dolde k poru5enl

vakua, pilstroj po5kozenou zkumavku nepiijme ).
o Kontrolky pro stav roztokr} ( Level Sense ) jsou umist6ny na cytometru v prostoru

pro vklSddnlvzork0 nad kontrolkou ,,RUN", jsou oznadeny,,sh-eat low. ( pro nosnf
,,flow" roztok),.,,Cleanse low" ( pro distfci roztok ) a v pfipaOe nizk6 hladiny t6chto
roztokfr svltiderve-n6 - hned po spu5t6ni piistroje. pbfuO dojde ke spotiebov6ni
roztokir b6hem m6ieni, objevise navlc derven6-ndpis v pravdm rohu obrazovky.
V obou piipadech je tieba prov6st doplnrini roztokrlr.

1. Zkontrolujeme stav nosn6ho (flow) a cistlciho roztoku: Otevieme pravou spodni
zdsuvku cytometru pro roztoky, v piipad6 potieby roztoky doplnime _ mensi
ngdr1 vlevo je pro distlci roztok ( Coulter Clenz ileaning-Agent ), v6t5ivpravo pro
'flow" ( nosnd tekutina, pou2fv6me Hemasol, izotonickvled-icf roztok pro
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hematologick6 analyzdtory) roztok. NddrZe po dopln6ni i6dn6 zasroubujeme azavieme zdsuvku cytometru. Zdsobni roztoky jsou umist6ny v faOoratofi v lednici
nebo v komorov6 lednici. Roztoky je moZno v pfipaOe potieby doplnit ib6hem
m6ienl- piistroj signalizuje nizkou hladinu roztokir ( cervene, v prav6m dolnim
rohu o_brazovky ), piistroj automaticky odpojivakuovf syst6m a je mo2no prov6st
d-opln6niobvyklim zpfrsobem -vizldrilba prirtokov6ho cytometru Coulter Epics
XL.

2. Zapneme poditad tladitkem ,,power", pokud chceme vfsledky tisknout, zapneme
i tisk6rnu ( vsechny komponenty syst6mu mimo tiskdrnu jsou navz6jem
propojeny). Automaticky se otevie pouZlvanf software, r,rlev6m spodnfm rohu
obrazovky se objevi ndpis ,,Cytometer Startup", na cytometru nahoie svitizelend
,,ON" ( kontrolka pro laser ). Tato f6ze trv6 pfiUtiZne i5 minut.

- Analyzu provddime ve vyib6ru,,Application,;_,,Acquisition,,.
3. B_r5hem piipravy cytometru vybereme z databAze protokol: Vybereme poloZku

frotocol", Sipkou najedeme na piislusnii protokol a potvrdimb,,select,i.
z obrazovky vpravo nahoie opiseme do sesitu dislo posledniho m6ieni
z piede5l6ho dne.

4. Pied ,,nab6hnutlm" cytometru se objevi na obrazovce vlevo dole n6pis ,,RunInitialization", v prostoru pro zkumavky sjede doh] zkumavka s disticim ioztokem
a nahoie na cytometru se zelend rozsvitf ,,Ready,, ( kontrolka pro cytometr,
nahoie nad kontrolkou pro laser ). Na obrazovce vlevo dole se objevl ndpis
'lnsert Sample Tube", v prostoru pro vkldddnizkumavek svltizelend ,,FloW,a
,,Run". Cytometr je piipraven pro analyzuvzork0.

5' Do prostoru pro vkldddnivzork0 vloZlme zkumavku se vzorkem ( specidlni
nepo5kozen6 zkumavky pro prfrtokovou cytometrii ).

6. Zkumavka automaticky vyjede nahoru, na obrazovce vlevo dole se zobrazi
,,Sample Tube Detected", pak,,Aquiring Data,,, ,,Run,, svfti oranZovd. Na
obrazovce sledujeme podet zhodnocenyich bun6k ( b62n6 vzorky hodnotlme na
5000 bun6k ), das a prfrtok bun6k komfrrkou.

7. V prvnlm histogramu ( FS-ss, piibrizime jej kliknuilm mysi ) zkontrolujeme,
piipad n6 u prav ime r ozlo2eni jed n otl ivyich po pu la ci a,, g ate"' vy5etiova n6 popu lace
bunek ( nejdast6ji lymfocyty ). Upravu rozloleni proveOfme pomociiladitek pro
signSl ( f prava volt62e pro jednofliv6 detektory), kompemzace barev
( minimalizujeme piekqivdnIjednoilivlich fluorescenci ) a nastaveni diskrimInantu
( odstran6ni nedistot a bun6dn6 drti ). upravu ,,gate" piovedeme najetim mysi na
okraj ohranideni a posunutlm. Pii v6t5in6 beZnfch vy5etienije aktivov6na iunkce
,,Autogate", kdy dojde k automatick6mu ohranidenisledovan6 populace bun6k,
ale i v tomto piipad6 je tieba ,gate" vizudlnd zkontrolovat.

8. Postupn6 zkontrolujeme dal5i histogramy ( pro jednotliv6 fluorescence ), piipadn6
provedeme fpravu ohranideni pro m6ien6 fluorescence.

9. Po akvizici poiadovan6ho ( nebo piedem nastaven6ho ) podtu bun6k analyzu
ukondlme. Klepneme na tladltko,,Stop", zkumavka sjede dol] a objevise
tabulka, kde napl5eme identifikaci vzorku, potvrdime a vlisledek se automaticky
vytiskne a uloLi do databdze.
Pokud nepotiebujeme vfsledky uklddat v datab6zi, klepneme na iladitko,,Abort",
zkumavka sjede dolfr a vfsledek opi5eme na Zddanku ( v tomto pilpad6 nemusl
byit zapnut6 tisk6rna ).

10. Po objevenin6pisu na obrazovce vlevo dole,,lnsert sample Tube" mfrzeme
pokradovat v mEieni dal5iho vzorku ( bud'na stejn6m protokolu nebo vybereme
protokolj iny ).
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11' Po analyze vzork0 opi5eme do sesitu cislo posledniho m6ieni ( na obrazovcevpravo nahoie ), vyjmeme zkumavku , z protokoru nevyjrzdime.12. zmadkneme ilacitko ,,creanse" umist6n6; p;;;t";, pro vkrdd6ni zkumavek podtladltkem ,,Prime" , toto se rozsvlti zelen6, n"-oora=ouce vlevo dole se objevindpis ,,Cytometer Cleanse Cycle" a eer<ame.-bistenl probih6 
"riorrii.r,y.13' Vlevo dole na obrazovce se oblevi ,,cytometei Verification,, a potom ,,cytometer

. . Ready" , blik6 zelen6 kontrolka,,Rrn.L,,f lo*i. 
-

14 Do prostoru pro vklSddni vzork0 vlozime zkumavku s cisticim roztokem atladitkem ,,power" vypneme poditad ( tim i .vior"i,. ). Zkumavka s disflcimroztokem vyjede v prostoru pro vkrdddn i vzorkit nahoru.

Upozorn6ni k ridrib6 piistroje :
' Dojde-li bdhem m6ieni k ucp6niii znedi5t6ni pr0tokov6 komrlrky ( Spatn6rozloaeni bun'5dnfch populaci, nizkd pr0tokovb iycrrtost ), zm6dkneme pii m6ieni( zkumavka se vzorkem je vloZena v. prostoru fro vzort<y a probih6 akvizice )tladitko,,Prime" umist6n6 na cytometi, u ptortoru pro vktadanivzorkfr podtladitkem,,Run,, a dekdme.
' Pokud se timto zpfrsobem komfrrka nezprfrchodni, provedeme distrbnitimtozpirsobem:

Na obrazovce. najedeme na polidko ,Application" -,,Listmode", vloZlme specialnizkumavku s distfcim roztokem a dekdme ( podle potreny roztok u"l[un,.,"u."doplhujeme).
Pozor: ci5t6ni musime prov6d6t v ,,rristn19de,,, nikdy v,,Acquisition,,, protoze by dosrok poskozeni zaiizeni pro vkl6ddni vzorkfr - distici zkumavka nesmI vyjet nahoru!. chceme-li s.e po. ukondenf pr6ce ( po prob6hnut6m ,,creanse 6ycre,, ) z n6jakehod0vodu vrdtit zp-6t k m6ieni, zmaerneme traditko,,Run" v prost*, pr6 ur.raoanivzork& ( mlsto ,!owe1" na pocitadi ) a dekdme, dokud se neoolevihiaSeni ,,lnsertSample Tube". Konedn6 di5tdnipo dal5i anal'ize musime r"r'orrujrJprov6st

znovu.
Nepodaii-li se n6m vycist6ni pr0tokov6 komfrrky ani druhfm popsanlm zpfrsobem,je nutno zavolat servis. 

' -"'r

Kompletni ndvod k obsluze.piistroje, 0drZb6 a ie5eni probl6m0 - viz origin6lnimanuSl k pilstroji ( taboratoi 6. 1 ).

n iPokud chceme pro m6feni ver.1,postupujeme takto:
1. V nabldce ,,Application" zvolime ,,Exit", zobrazi se ok6nko ,,Are you sure about
_ exiting to DOS" , vybereme,,y,,a potvrdime.
2. Nap[5eme,,xl2", potvrdfme.
3. Do ok6nka,, Enter institution name" napfseme,,imunologie,,, do ok6nka ,,entercytometer serial numbef' napiseme ,,epicsxl,, a do ok6n-ka ,, enter operator lD,,napiSeme,,id".
4' otevie se software courter Epics XL syst6m il a m6iime obvykrlim zp0sobem.
5' Do software Coulter Epics XL ver. 1.0 se dostaneme op6t pies,nppii."tion,,-,,Exit,,,

potvrzeni,,Y", naps6nf ,,x1,, a potvrzeni.
UpozornSni: operadnisyst6m nerozlisuje velk6 a mald pfsmena.

Dokument je majetkem FNO a je zakilztno informace v n6m pied6vat mimo nemocnici.
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Zfiktadni u o rZ n al r ist roJ@@
. DoplhovAni a kontrolu provoznlch roztokfr
. Vyprazdfiovdnia di5t6nf odpadni nddrZe
o Promyticytometru po m6ien[, v piipad6 potieby b6hem mdieni. Vydi5teni syst6mu disticim roztokem
. eist,inifittro

Doplfiovini a kontrola provoznich roztok0:
N6drze pro provozn.i ro-zioky jsou umist6ny v z6suvce v dolni d6sti cytometru. Mensinadr2 vlevo je pro distici roitot< (coulter cje.nz creanrng ngent - modrii ), v6tsi vpravo pronosnlf, ,,flow" roztok ( pouZivdme Hemasol, izotonict<1i rioici roztok pro hematologick6analyz6tory ).
Zasobni roztoky jsou umistdny v laboratoii v lednici a v komorov6 lednici na piljnrumateridlu IMUNo' Doplfiovdniroztokit tze provaoei[r"o r6r"nim ( kontrota a piipadn6doplndnf pied spu5t6nim cytometru ), ale syst6mi" lonrirrovdn tak, ze piedpoklddddopliov6ni b6hem-m6ieni(system's"nroif,1. viomio p]ipad6 se v lev6m dotnlm rohuobrazovky objevi informace'( dervend ) o nizk6m stavu nertere tekutiny, vakuovf syst6mse automaticky odpoji, otevieme zdsuvku ( pii m6ienlzasuvku nelze oiuufit, rnurir"glPojit vakuovli syst6m ), odsroubujeme zeiky a ooptnime tekutiny. po doplndn i nadrzei5dn6 za5roubujeme a z6suvt<u OoOfe zavieme.
Upozorn6n[:

o Pii manipulaci se z6suvkou muslme d6vat pozor, aby nedoslo k poskozenigumovlich hadidek.
' Roztoky dopriujeme opatrnd (pouzivdme kddinku, piipadnd ndrevku ), abynedoch6zelo zbytedn6 k potiisndnivnitiku zasuvt<y ( koroze, ,rTouenisoli).Pokud dojde k vylitl n6kter6ho roztoku do vnitiku iaiuvky 

";# 
k p"trisn6nl

l5hve, tekutiny ze vsech ddsfi zdsuvky a rdhve p"Eiiuc vytreme.

Vyprazdfiovini a distdni odpadni l6hve:
VSechny biologick6 vzorky a vesker6 materidly, kter6 s nimi piijdou do styku, mohoupien65et smrtelnd nebezpedn6 onemocn6ni. Bezpednostni opatienijsou stanovena
v samostatn6m dokumentu identifikovan6m v Pilrudce jakosti. Manipulace s biologickfm
materidlem se iidl celofstavnim metodicklim pokynem Mp-LO12_07.
Pied likvidaci obsahu odpadni n6doby oS6trime ieii oosarr piiddnim desinfekdnihoprostiedku ( 5% chlornan sodnif, napf. savo - loitoz celkov6ho oolemu ;. oJp"olikvidujeme v souladu. s mistnimi piedpisy. Dodrzujem" prLtusna bezpednostni opatieni
lv!roO1{ ochrannif od6v, ochrann6 rukavice, brfle ).odpadnil6hev je umlst6na na prav6 bocnirten'g zaroie. opatrn6 odsroubujeme zdtku sesenzorem, nddobu vytdhneme z drlfuku a po piiddni d"esinfekdnitro prostfeOt<u
vyprdzdn[me a dobie vyplSchneme. Do. prAzdne naoooy priodme oeisinie[eniprostreoet<,nddobu umistlme do dz6ku a jen mirn6'za5.roubujerui pri fpln6m zasroubovani bymohlo dojit k nasSti obsahu odpadni ldhve do fluidniho ,y.teru piistroje t--odpadni lShev udrZujeme v distot6, pii manipulaci poui:iiime ochrannli od6v a ochrann6prostiedky a pii pilpadn6m potiisn6ni provedeme dekontaminaci.

Dokument je majetkem FNO a ie zakilzilno informace v n6m pieddvat mimo nemocnici.
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Kaidodenni fdriba cytometru:
Po ukonceniprdce na prirtokov6m cytometru zvollme disticicyklus, dist6nia promytlpilstroje prob6hne automaticky:
1 Z pro-storu pro vkr6ddnrvzorkfr odstranime zkumavku.
2' Zmddkneme tladitko ,,cleanse", umisten6 vil;i;ilro vkldddnizkumavek podtlacitkem ,,Prime", toto se rozsviti zelen6, ni oorazovce vlevo dole se objevin6pis,,cytometer cleanse cycle" a dek6me. eiStenipiooiha ,utomrti.r.y 

-- --
3. Vlevo dore na obrazovce se objevi,,cytometer Veiirrcation,, a potom ,,cytometer
-Ready. , ,b l i k5ze |en6kont ro |ka , ,Run, ,a , , f |oW.

4' D-o prostoru pro vklSd 6ni vzorkii uoZime zkumavku s disticim roztokem a flacitkem,,Power" vypneme. gogltac ( tim i cytometr; zt<umavka s disticim roztokem vyjedev prostoru pro vkldddnlvzorkfr nahoru.

diStgni prritokov6 kom0rky b6hem m6ieni:
Pr0tokovou komfrrku.myi"t-" v pifpadd potieby ( 5patn6 rozlo2enibun6dnlich populacf,nlzkd prfrtokovd rychlost ) vydistii i berrem mereni, eistSni prob6hne automaticky anedojde ke znehodnoceni m6ien6ho vzorku:
1' Pii mdieni ( zkumavka se vzorkem je vlozena v prostoru pro vzorky a probihdakvizice, tzn. zkumavka je ,,nahoie,; ) zm66knemu iLJitro ,,prime,, umist6n6 na
. ,q4glutru v,prostoru pro vkldddnivzorku pod fladitkem ,,Run,,.2' ueKame, prob6hne automaticky distici cykius, po jeho probrbhnuti automatickypokraduje akvizice vzorku' Zkontroluie ie ,o=ioz"hi p-opulaci a prirtokovou rychlost.3' V piipadd lprav.y rozlozeni populaci'a 

"qrqtorovE 
rvcfitsti pokradujeme v m6ieni,pokud nedoslo k iddn6mu vydisteni pr0tokove rom,:,r[y, Ee cely postup dist6nin6kolikr6t zopakovat.

N6kdy se mf|Ze stdt, 2e popsan6 automatick6 diStenl b6hem akvizice vzorku nenftisprSsne ( nemd cenu cyklus ,,Prime" op.akovat vic nez si, proorem je v6zn6jsi a muslmeprov6st d0kladn6j5idistdni), potom zvollme vydisten-vrieru disticim roztokem.

Vydi5t6ni syst6mu disticim roztokem:
Pozor: Tento druh distrinl.muslme provdd6t v ,,Listmode,,, nikdy v ,,Acquisition,,, protozeby doslo k po5kozeni zaiizeni pro vkldd6nivzork0 - distici zkumivka' nesmivyletnahoru.

1 Z prostoru pro vkldddnivzorkri vyjmeme zkumavku s analyzovanfm vzorkem.2. Na obrazovce zvolime,,Application,, _,,Listmode,,.
3' Do prostoru pro vklSd6ni vzorkfr vloZime speci6lnizkumavku s disticim roztokem( coulter clenz creaning Agent ) a dek6me r.v[rus piobdhne 

"utorrti.Lv, 
pouze

. podle polieby roztok ve zkumavce dopliujeme ).4' Po prob6hl6m cyklu zkontrolujeme akvizici u.orku, v pilpad6 6sp6sn6ho cisteniv m6ienipokradujeme.
5' Pokud nedosro k odstran6ni probr6mu.( piedb6zn6 to pozndme uz v prfrbehu

automatick6ho 6isticiho cyklu podle toho, 2e nedoch6zi k ribytku eist[-irroioztokuve speci5lnizkumavce, tzn. syst6m je stdle neprfrchodnf ), voldme servis.

cistgni filtr0 pr0tokov6ho cytometru courter Epics XL:
Filtry k zadr2ovAni prachu kontrolujeme a distime'dle potfeby ( podle pra5nostiprostiedi).
V piipad6 zaneseni prachem dochSzi ke 5patn6 ventilaci a nez6doucimu piehiivSnipiistroje,

Dokument je majetkem FNO a )e zakazano informace v nem pied6vat mimo nemocnici.
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Pr&tokovi cytometr je vybaven senzory pro optimdlniprovozniteplotu a v piipad6, zedojde k jejimu piekro6eni,. dojde nejdiiv.'t< varovani i llr"ni informadni text v prav6mdolnlm rohu obrazovky pfistroje; a v pifpad6 igilrdudniht6senidojde k automatick6muvypnutI piistroje.
Filtry k zadraovani prachu jsou umistdny u glo:l9ru zdroje ( 1 fittr, v hornt cdsti dvfiek pootevienl) a v prostoru vlastnlho cytomeiru'(2fltry,u.roi dole vlevo a vpravo, piistupn6,ne_vyZaduji demont6Z piistroje ).
Pii 6i5tdni filtr& musi_bit prfrtotbvli cytometr vypnuti, nikdy nedistime anijinaknemanipulujeme s piistrojem za firoiozu.Filtry jsou z molitanu a jsou ulo-zeny za krytkou z um6r6 hmoty. Krytku opatrn6 vyjmeme( jen tlakem, nemusime nic od5rou6ovdvat I a vvtahn-eme motitan. Molitan vydistime( podle stupn6 znedistdni.bud'vyprdsrme-nebo iyp"r"ru ue vod6 se sapon6tem aususime )' Krytku a spodni d6si, na kter6 je uloZen roiit"n, vytieme a dobie vysusime.Po vyci5t6nf ( piipadn6 ususen[ ) molitanu'vrdtime tvto 8jsti zp6t apiekryjeme krytkou.Krytka musl blit dobie usazen6, jinak pii p."_"-; pr"'"u"r! oo"hari r ,""=on"n"i ( neni naz'vadu pro provoz piistroje-, ale piispiv6 i< vy55i rriue-n-oJz ailzeni). v tomto piipad6 ( povypnutl pilstroje ) musime filtry a krytky znovu pe6tiv6 vlozit a presne a-pleriue usadit.

CiSt6ni vakuov6 pumpy:
ci5t6ni vakuov6 pumpy je potieba prov6st v piipad6, ze dojde k poklesu vakua ( nenimolna akvizice vzorku, syst6m hrdsichybu v'e vat<uovem syst6mu ).Pozn6mka: V piipad6 cnyny vakuov6ho syst6mu kontrolujeme nejdfive ,jednoduSSi,,vect:

. neporu5enostzkumavek
' zavieni zdsuvky s provoznimitekutinami, uta2eni zittky nadrlis provoznimi

tekutinami
o kontakty, t6snost syst6mu pro vkl6d6nivzorkfi ( piiiladime rudn6 zkumavku,pokud ji syst6m ,,vezme", m02e blft 5patn6 tesrienr syst6mu pro vkldd6nl vzorkfr;v tomto piipad6 je tieba trSsn6nl vymrbnit - vol6me servis, nachystan6 vzorkynouzovd domdiime piiiladovdnim zkumavky )Po zkontrolovdnisyst6mu, pokud nedo5lo k oostran6nichyby ve vakuov6m syst6mu,provedeme zkontrolovdnl a vydist6nlvakuov6 pumpy: 

- '
Vakuova pumpa ( Ylc TRAP ) je uloZena ve iorojove jednotce, v hornl ddsti mezivakuovfm fittrem ( vAc FtLTe n I a vodniprrpou r wArEn rRAp ). Mfrze se stdt, zedojde k nalepenf pohybliv6 d6sti pumpy ( vysrdZeni roztoku ) a gm k nesprdvn6 funkcipumpy.
Vakuovou pumpu opatrn6 vytdhneme ze zilvdsu, odiroubujeme sklen6nou nddrZku avyplSchneme vodou. Potom nddrZku na6roubuje^e.peli=av6sfme na sv6 misto.

Pozn6mky:
Prttokovli cytometr Coulter Ep_ics Xl pouziv6me pro m6ienivzorkrl pro vfzkum a viuku.SlouZi iako zfllolnl piistroj v pfipadrb hav6rie prtriotoverro cytometru BD FACSCantopro zm6ieni vzorkfr z b61n6ho rutinniho provozu.

Literatura:
ManuSl k pfistroji
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Fakultni nemocnice Olomouc
Ustav imunologie

1. vydini a revize

Revize

V piipad6 nSvrhu zm6n tohoto dokumentu kontaktujte zpracovatele.Revizi provddi zamdstnanec urdenf piedstavitelem vedeni pro jakost.

Dos|oupce,,Vis|edekrevize..ff inyakapitoly,kdezm6nanasta|a,nebo,,vizkurziva..)
dne:... ... ..", . Sloupce,,Zpracov al",,Schvjl i i  vyplnit .

RNDr. Marta Ordeltovd
0rlrLl

MUDr. Zuzana

Vfsledek revize - beze zmOny
(+ datum revize), popis zm6n
stanovenf nov6 ridi

Dokument je majetkem FNO a je zakinilno informace v n6m pied6vat mimo nemocnici.
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