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مقادير عدم صحت و عدم دقت ادعائي سازندگان ميکرو 
پيپت ها نيز بسيار کاهش يافته است. حداکثر ميزان قابل 
قبول عدم دقت  CV=  %2% و حداکثر ميزان قابل قبول 

عدم صحت Bias= %3%   پيشنهاد مي شود.
در برخي از انواع سمپلرها که حجم ثابتی را برداشت 
صورت  در   )  Fixed Volume )سمپلرهاي  می کنند 
وجود Bias غيرقابل قبول، می توان با استفاده از اطلاعات 
مندرج در راهنماي سمپلر،  حجم  برداشتی را تصحيح 

کرد.
پایداری صحت و دقت

فواصل  در  بايد  پيپت  دقت،  و  صحت  حفظ  برای 
دوره ای کاليبره شود. اين دوره به عوامل متعددی بستگی 

دارد. از جمله می توان به موارد زير اشاره کرد:
● مهارت و آموزش اپراتورها و مراقبت های لازم در 

زمانی که پيپت مورد استفاده قرار می گيرد.        
است.  مهم  نيز  پيپت  توسط  مايع مکش شده  نوع   ●  
با  مواد  ساير  و  اسيدی  محلول های  از  ناشی  بخارات 
پيستون،  با  تماس  در  است  ممکن  خورندگی،  خاصيت 
را  صدماتی  و  گرفته  قرار  پلاستيکی  حلقه  و  اتصالات 
و  پيستون  دارنده،  نگه  بخش  بايد  بنابراين  کنند.  ايجاد 

حلقه به خوبی با آب مقطر شسته شوند.  

کاليبراسيون پيپت، يکی از کارهای اساسی در آزمايشگاه 
است. پيپت ها ابزارهايی آزمايشگاهی هستند که در طرح ها 
و  برای جابجايی  و  می شود،  مختلف ساخته  اندازه های  و 
رقيق سازی حجم ويژه ای از مايعات به کار می رود.. تعداد 
زيادی دفترچه راهنما توسط شرکت های سازنده ارائه شده 
که  در آنها دستورکار  و شيوه ی کاليبراسيون  آمده است. 
پيپت، فضای خلائی را برای کشيدن مايع ايجاد می کند. ابزار 
متداولی است که درآزمايشگاه ها ، شرکت های دارويی، مراکز 
درمانی وموسسات مراقبت بهداشتی استفاده می شود. از آنجا 
است،  مواد، ضروری   انتقال  و  اندازه گيری  برای  پيپت  که 
کاليبراسيون آن هر چند ماه يک بار اجباری می باشد. بسياری 
از پيپت های مورد استفاده در آزمايشگاه، پيپت جا به جايی هوا 
هستند که از طريق اندازه گيری و انتقال محلول کار می کنند. 
مکانيسم استفاده شده، يک پيستون است که توسط انگشت 
شست کاربر فعال می شود. نوک پيپت در محلول مورد نظر 

قرار گرفته و حجم مشخصی از آن را دربرمی گيرد.
ارزیابي دقت و صحت

نخستين معيار مقايسه برای کنترل کيفيت سمپلرها، ميزان 
 Inaccuracy)Bias( ادعا شده توسط سازندگان سمپلر براي
و )Imprecision  ) %CV است. چرا که به دنبال ارتقاي 
ابزار،  عملکرد  کيفيت  بهبود  و  آزمايشگاهي  ابزار  فناوري 

کالیبراسیون پیپت در آزمایشگاه

فرشته ارادی زارع
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تمامی  نيز  است  پليمری  يا  لاستيکی  اتصالات  ساير  و 
موارد فوق می توانند عملکرد ابزار ما را تحت تاثير قرار 
دهند. علاوه بر اين اثرات خورندگی مايع يا محلول مورد 
کند  وارد  اجزای خارجی صدمه  به  می تواند  نيز  استفاده 

يا سبب مشکلاتی در تنظيم حجم مورد نياز کاربر شود.
نوک پیپت

نگه دارنده نوک ها را با دستمال تميز کنيد. نوک پيپت 
گونه ای  به  دهيد  قرار  دارنده  نگه  در  درست  طور  به  را 
که ثابت بماند. نوک را 3 مرتبه در همان محلولی که در 
داشتن  نگه  با  عمل  اين  بشوييد.  شده،  استفاده  آزمايش 
پيستون  مايع، کشيدن و سپس رها کردن  پيپت در  نوک 
از  دقيق تر،  نتايج  آوردن  دست  به  برای  می شود.  انجام 
شست و شو و استفاده مجدد از آن ها خودداری کنيد. اگر 
از مايع وجود دارد، آن  در سطح خارجی نوک، قطراتی 
را با دستمال بدون پرز پاک کنيد و در صورتی که مايع 
يک  از  نيست،  تميزکردن  قابل  يا  آن خشک شده  درون 

نوک جديد استفاده کنيد.
کالیبراسیون

پيپت ها،  ميکرو  درست  کاليبراسيون  از  اطمينان 
در  پيپت  ميکرو  عملکرد  صحت  و  دقت  بررسي  ازراه 
برداشت حجم دلخواه بدست می آيد، که نقش مهمي در 
برنامه هاي تضمين کيفيت دارد. اگرچه اين ارزيابي به دو 
روش وزن سنجی و رنگ سنجي قابل انجام است، ولي 
در نبود ترازوهايي با رزولوشن مناسب براي کنترل سمپلر 
و کاليبراسيون منظم ، استفاده از روش رنگ سنجي، توصيه 
صرفه  به  مقرون  روشی  عنوان  به  سنجی  رنگ  مي شود. 
به  را  آن  معتبر  آزمايشگاه های  بيشتر  که  شناخته می شود 

کار می برند.
در اين روش با استفاده از يک محلول رنگي با جذب 
پايدار، مثل رنگ سبز خوراکي در طول موج 620-630 
 405 يا   401 هاي  موج  طول  در  پارانيتروفنل  يا  نانومتر 
آن  تکرار  قابليت  نيز  و  نانومتر، صحت عملکرد سمپلر  
کنترل مي شود. از آنجا که اغلب فتومترها بهترين عملکرد 
خود را در  محدوده جذبي 0/4 نشان مي دهند محلول هاي 
مرحله  از  پس  که  مي شوند  تهيه  غلظتي  با  رنگي  ذخيره 

رقيق شدن داراي جذبي در حدود 0/4 باشند.
کالیبراسیون به روش رنگ سنجی

پودررنگ سبز  از  استفاده  با  رنگ سنجی  انجام روش 
خوراکی و نيز پارانيتروفنل امکان پذير است  که تهيه هر 
يادآوری  است.  نوشته شده   )stock( ذخيره  محلول  دو 

● صحت و دقت بالا از موارد ضروری در هر پيپت است. 
مخصوصا در کاربردهايی که نياز به دقت فوق العاده ای دارند، 
کاليبراسيون دستگاه بايد بيش از پيش مورد توجه قرار گيرد.   
● فاصله زمانی مشخصی برای کاليبراسيون وجود ندارد 
نکات  و  کاليبراسيون  روال  تا  است  موظف  شرکتی  هر  اما 

مربوط به دستگاه خود را شرح دهد. 
● تحت شرايط نرمال، بهتر است که پيپت ها هر شش ماه 
يک بار کاليبره شوند تا عملکرد رضايت بخشی را به ارمغان 
ماهانه  کاليبراسيون  به  ضروری  کاربردهای  برخی  آورند. 
نياز دارند. حتی در بعضی آزمايشگاه های تخصصی بررسی 

روزانه پيپت نيز صورت می گيرد.
حجم اسمی

بزرگ ترين حجم قابل انتخاب برای کاربر است که توسط 
سازنده تعيين می شود. برای حفظ صحت و دقت، پيپت بايد 

در فواصل دوره ای کاليبره شود.
عوامل موثر بر عملکرد میکروپیپت

اپراتور بايد برای استفاده درست از پيپت آموزش ديده 
باشد و گاهی چند عملکرد آن را با استانداردهای تعيين شده 

مقايسه کند تا از صحت کار خود مطمئن شود.
و  حرارت  درجه  که  باشند  آگاه  بايد  کاربران  بيشتر 
قرار  تاثير  تحت  را  پيپت  عملکرد  می تواند  نسبی  رطوبت 

دهد.
اپراتور  دست های  از  گرما  انتقال  اوليه،  پيپت های  در 
گرما  می شود.  پيپت  حجم  در  کوچکی  تغييرات  سبب 
منتقل  آن  درون  به  و  جذب  استفاده،  مورد  ابزار  طريق  از 
می شود. پيپت های جديدتر فضاهای هوايی دارند در نتيجه 
کمتر رسانای دما هستند. استفاده از آن ها بهترين تکنيک برای 

افزايش دقت است.
اپراتور   يکی از علل شايع بی دقتی و اشتباه، خستگی 
است. حتی بهترين اپراتورهای آموزش ديده نيز ممکن است 

در کار خود با کاهش صحت و دقت مواجه شوند.
 طراحی بسياری از پيپت ها به گونه ای است که نيروی 
مورد نياز وارد شده توسط انگشت شست کاربر را کاهش 
می دهند و علاوه بر اين برای کاربردهای طولانی مدت وزن 
کمتری نيز دارند که خستگی دست و در نتيجه ميزان خطا 

را کاهش می دهد.
ابزار مکانيکی، مولفه های متعددی  يا    در هر دستگاه 
دادن  دست  از  و  شکستگی  سائيدگی،  اصطکاک،  جمله  از 
هدف،  که  پيپت  در  است.  تاثيرگذار  حرکت  در  مقاومت، 
ايجاد يک خلاء دقيق با استفاده از پيستون، انتقالات مکانيکی 
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ليترآب مقطرحل می شود )غلظت رنگ در  در100ميلی 
محلول ذخيره اين گروه 420 ميلی گرم در صد است(.

ارزیابی دقت 
برای بررسی دقت عملکرد سمپلر و به عبارتی سنجش 
ذخيره  محلول  ابتدا  تکرار،   قابليت  يا  دقت  عدم  مقدار 
رنگی مناسب طبق روش ذکر شده در بالا و با توجه به 
حجم سمپلر مورد کنترل تهيه می شود، سپس ده لوله در 
جا لوله ای چيده و با استفاده از پيپت کلاس A و برمبنای 
)درصورت  مقطر  آب  مشخص  مقدار   )1-1( جدول 
استفاده از رنگ سبز( و يا سود 0/01 نرمال ) در صورت 
استفاده از پارانيتروفنل( ، با دقت بسيار زياد در هر لوله 
با استفاده از سمپلر مورد کنترل،  ريخته می شود. سپس 
از محلول ذخيره رنگی برداشت شده و به هر لوله اضافه 
می شود. پس از مخلوط کردن، ميزان جذب نوری لوله ها 
درمقابل بلانک مناسب )آب مقطر برای سبز خوراکی و 
سود برای پارانيتروفنل ( قرائت می شود.همانگونه که قبلا 
ذکر شد طول موج انتخابی برای قرائت جذب نوری رنگ 
پارانتيروفنل  برای  و  نانومتر  يا 630  سبز خوراکی 620  

401 يا 405 نانومتراست.
توجه :در صورت استفاده از محلول ذخيره پارانيتروفنل، 
رقت های مورد نياز طبق جدول 1 می با يد در سود 0/01 

می شود که  در سالهای واپسين رنگ سبز خوراکی گاهی 
بصورت ناهمگون و يا محلول عرضه شده که در اين موارد 
، دستورکار زير، کاربرد نداشته و بهتر است از پارانيتروفنل 

استفاده شود.
به طور معمول سمپلر ها به سه گروه با حجم های

  الف (1000-100 ميکروليتر      ب( 100-10ميکروليتر         
پ(کمتراز 10ميکروليتر، تقسيم می شوند.

ذخيره  محلول  بايد يک  فوق  های  گروه  از  برای هريک 
از " رنگ " تهيه نمود. از آنجايی که اغلب فتومترها بهترين 
دهند  می  نشان   0/4 جذبی  محدوده  در  را  خود  عملکرد 
محلول های ذخيره رنگی با غلظتی تهيه می شوند که پس از 

مرحله رقيق شدن دارای جذبی در حدود 0/4 باشند.
هر  برای  سبز خوراکی  رنگ  ذخيره  رنگی  محلول  تهيه   

گروه از سمپلرها : 
 : 1000-100میکرولیتر(   ( الف  گروه  سمپلرهای    
15/5 ميلی گرم پودررنگ سبز در 100ميلی ليتر آب مقطرحل 
شود ) غلظت رنگ در محلول ذخيره اين گروه ، 15/5 ميلی 

گرم درصداست( .
   سمپلرهای گروه ب ) 100- 10 میکرولیتر(: 

155 ميلی گرم پودر رنگ سبز در 100 ميلی ليترآب مقطر 
حل شود )غلظت رنگ در محلول ذخيره اين گروه 155 

ميلی گرم در صد است( .
سمپلرهای   ( پ  گروه  سمپلرهای     
گرم  ميلی   1/55 میکرولیتر(:  کمتراز10 
مقطر  ليترآب  ميلی   100 در  سبز  رنگ  پودر 
ذخيره  محلول  در  رنگ  )غلظت  شود  حل 
يا 1550  ميلی گرم در صد   اين گروه 1/55 

ميلی گرم در صد است(.
 تهیه محلول رنگی ذخیره پارانیتروفنل 

برای هر گروه از سمپلرها 
سمپلرهای گروه الف ) 1000-100میکرولیتر(: 
42ميلی گرم پودر پارانيتروفنل ،در يک ليترآب 
مقطر حل می شود ) غلظت رنگ در محلول 
ذخيره اين گروه ، 42 ميلی گرم درليتراست(.

 10-100  ( ب  گروه  سمپلرهای   
پارانينترفنل،  پودر  گرم  42ميلی  میکرولیتر(: 
شود  می  مقطرحل  ليترآب  در100ميلی 
)غلظت رنگ در محلول ذخيره اين گروه 42 

ميلی گرم درصد است(.
سمپلرهای   ( پ  گروه  سمپلرهای   

پودرپارانتيروفنل،  گرم  ميلی  کمتراز10میکرولیتر(:420 
جدول )1( میزان حجم محلول مورد نیاز و رنگ برداشتی از محلول ذخیره و رقت 

حاصله برحسب حجم سمپلر
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100-1000 ( رقت 1/11 :
با  خوراکی  سبز  برای  را  ليتری  ميلی   100 ژوژه  بالن 
به  نرمال   0/01 سود  با  پارانيتروفنل  برای  و  مقطر  آب 
ليتر  ميلی   10 ،  A پيپت کلاس  با  حجم رسانده، سپس 
ذخيره  رنگ   از 
 ) الف  )گروه 
و  اضافه  آن  به 
مخلوط نماييد.

هرگاه  نکته:  
اضافه  برای 
ميلی   10 کردن 
در  رنگ،  ليتر 
بالای خط نشانه 
خالی  فضای 
وجود نداشت ، 
تا جاييکه امکان 
دارد از حجم 10 ميلی ليتر به بالن اضافه نموده و بقيه را 
به داخل بشر منتقل ميکنيم. پس از مخلوط نمودن کامل 
محتويات بالن ژوژه ، همه حجم را به بشر اضافه نموده 
بار شست وشو  بالن ژوژه را چند  با محتويات بشکر   و 

می 
دهيم .

  
پس 

 ، شده  تهيه  صحت   محلول  يکنواختی  از  اطمينان  از 
محلول حداقل در سه لوله ريخته و جذب نوری هر سه 
لوله قرائت می شود. ميانگين خوانده ها به عنوان معيار 
مقايسه صحت در بررسی صحت عملکرد سمپلر استفاده 

می شود.
شاخصه صحت  Bias است که ازاين  فرمول  بدست 

می آيد:

        
از  خوانده   3 نوری  جذب  ميانگين   :expected   

محلول تهيه شده در بالن ژوژه                   
لوله که در  ميانگين جذب نوری 10   :  observed   

مرحله ارزيابی عدم دقت بدست آمده است  
توجه : به منظور به حداقل رساندن عوامل ايجاد خطا 
بهتر است بررسی دقت و صحت در يک روز انجام گيرد.

مقادیر مجاز عدم دقت و عدم صحت 
سمپلرها  کيفيت  کنترل  برای  مقايسه  معيار  اولين 

نرمال  تهيه شود. درحاليکه برای رنگ سبز خوراکی بايد از 
آب مقطر  استفاده شود. 

در صورت انتقال صحيح حجم آب و يا سود، اختلاف در 
جذب نوری لوله های حاوی محلول رنگی به اختلاف در 

حجم برداشت 
توسط  شده 
نسبت  سمپلر، 
و  شده  داده 
ضريب  درصد 
ف  ا نحر ا
ها  خوانده 
 ،)  %  CV  (
قابلت  معرف 
ی  ير پذ ر ا تکر
عدم  مقدار  و 
سمپلر  دقت 

خواهد بود.
ارزیابی صحت 

جهت کنترل صحت عملکرد سمپلر و تهيه معيار سنجش 
ابزار  از  استفاده  با  بايد  سنجی،  رنگ  روش  در   صحت 
تهيه  با رقت  دارای رقت مشابه  کاليبره، محلولی  ای  شيشه 
شده توسط سمپلر تهيه شود.)1/1001( يا )1/101( يا )1/11( 
بدين منظور با پيپت کلاسA ، مقداری از محلول رنگی 
ذخيره )متناسب با گروه حجمی سمپلروطبق روش ذيل(، به 
بالن ژوژه کلاس A ای که تا خط نشانه از آب مقطر پرشده 

اضافه می شود.
روش تهیه محلول های کنترل صحت 

 کنترل صحت گروه پ ) سمپلرهای کمتر از 10 
میکرولیتر ( رقت 1/1001 :

بالن ژوژه يک ليتری را برای سبز خوراکی با آب مقطر و 
برای پارانيتروفنل با سود 0/01 نرمال به حجم رسانده، سپس 
با پيپت کلاس A ، 1 ميلی ليتر از رنگ ذخيره )گروه پ ( 

به آن اضافه و مخلوط نماييد.
 کنترل صحت گروه ب ) سمپلرهای کمتر از100-10 ( 

رقت 1/101 :
بالن ژوژه 100 ميلی ليتری را برای سبز خوراکی با آب 
حجم  به  نرمال   0/01 سود  با  پارانيتروفنل  برای  و  مقطر 
رسانده، سپس با پيپت کلاس A ، 1 ميلی ليتر از رنگ ذخيره 

)گروه ب ( به آن اضافه و مخلوط نماييد.
از  کمتر  سمپلرهای   ( الف  گروه  کنترل صحت   
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 )MS/MS( نه  دوگا  جرمی  اسپکترومتر  های  دستگاه 
تکنولوژی  با  ای(  )تجزيه  آناليتيکال  های  سيتسم  جمله  از 
پيشرفته )High-Tech(است که برای نخستين بار در سال 
1928 ميلادی از سوی دانشمند آمريکايی تامسون که بر روی 
الکترومغناطيسی  های  ميدان  در  کاتدی  پرتوهای  انحراف 
اساس ساختاری تمامی  معرفی شد.  به جهان   کار می کرد، 
سيستم های Mass Spectrometers بر مبنای يونيزاسيون 
و جداسازی يون ها )ذرات باردار( براساس نسبت جرم بر بار 
الکتريکی)M ⁄ z(  استوار است. البته اين نسبت قدر مطلق نبوده 
و بستگی به فراوانی نسبی )غلظت يا پراکندگی( يون ها نيز دارد، 
تا جرم ثابت آنها به تنهايی. قسمت های مختلف دستگاههای 
بخش  5 شامل  کلی  بطور   Mass Spectrometer 
) Component( مجزا از هم به شرح زير است، که به جز 

بخش های  A و E ما بقی بخش ها در محيط خلاء است.

                           Sample injectionبخش تزریق نمونه )Aَ  A

 ،Mass Spectrometers در بخش آغازيــن دســتگاه
سيســتم تزريق نمونه قــرار دارد که می توانــد به گونه ی  
مستقيم نمونه توسط پمپ و سرنگ Harvard تزريق گردد، 
  HPLCو يا GC, UPLC و يا غير مستقيم از با ی ک دستگاه
به دستگاه MS تزريق  شود، که در نوع دوم )غيرمستقيم( با 
توجه به اينکه جداسازی اوليه اجزائ نمونه بر اساس اصول 
شيمائی جداسازی مواد انجام پذيرفته است، و نمونه تغليض 
شــده با تداخل کمتر وارد سيستم MS می شود. بدين روی  
از حساســيت و دقت بالاتری نسبت به روش تزريق مستقيم 

برخوردار است. 

E
D C

Detector Mass Analyzer (Filter)

را می توان با محلول صابون تميز کرد و پس از آبکشی با 
آب مقطر در دمای اتاق خشک نمود.

 	 %60 محلول   ، کردن  ضدعفونی  برای 
نيز  سمپلر  انواع  از  برخی  شود.  می  توصيه  ايزوپروپانل 

قابل اتوکلاو است.
و 	  خارجی  سطوح  وشوی  شست  از  پس 

 "Tip holder" تميزکردن بخش نگهدارنده نوک سمپلر
) که به کمک ميله همراه يا با سوآب آغشته به اتانل 70 
درجه انجام می گيرد( بايد پيستون با مقدار کمی از روغن 
همراه سمپلر، که اغلب Silicone grease است، روغن 

کاری شود.
برای تميز کردن قسمت های داخلی سمپلر بايد 	 

به راهنمای همراه سمپلر مراجعه شود.
نرم افزار کالیبراسیون

اين نرم افزار، عضو مهمی در هر آزمايشگاه کاليبراسيون 
و  افزار  نرم  اين  با خريد  آزمايشگاه ها  از  بسياری  است. 
نوشتن برنامه های مورد نياز در اکسل، کاليبراسيون پيپت 
را به عهده می گيرند. خريد نرم افزار مناسب امری پيچيده 
آموزشی  دوره  گذراندن  نيازمند  آن  از  استفاده  و  بوده 
مربوطه است. قبل از خريد، سيستم عامل کامپيوتر خود 
را بررسی کنيد تا از اجرای نرم افزار بر روی آن مطمئن 
شويد. علاوه بر اين از فروشنده، ضمانت نامه نيز بخواهيد. 
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برای  سمپلر  سازندگان  توسط  شده  ادعا  ميزان   ، 
  Imprecision )CV  %( و   Inaccuracy )Bias( 
و  آزمايشگاهی  ابزار  فناوری  ارتقای  بدنبال  که  چرا  است. 
بهبود کيفيت عملکرد ابزار، مقادير عدم صحت و عدم دقت 

ادعايی سازندگان ميکروپيپتها نيز بسيار کاهش يافته است.
با توجه به مختصات کيفيتی بسياری از ميکروپيپتها، حداکثر 
ميزان قابل قبول عدم دقت CV% = %2 و حداکثرميزان قابل 

قبول عدم صحت Bias % = %3  پيشنهاد می شود.
به تنوع سمپلرهای  با توجه  ياد شده که  معيارهای  نکته: 
از  اگر چه  است،  انتخاب شده  ها  آزمايشگاه  استفاده  مورد 
معيارهای مجاز اعلام شده قبلی کوچکتر می باشد ولی هنوز 
زيادی  فاصه  المللی  بين  مراجع  برخی  قبول  قابل  ميزان  با 

دارد.
تنظیم و کالیبراسیون 

برداشت  را  ثابتی  حجم  که  سمپلرها  انواع  از  برخی   در 
صورت  در   )Fixed Volume )سمپلرهای  نمايند  می 
وجود Bias غيرقابل قبول ، می توان با استفاده از اطلاعات 

مندرج در راهنمای سمپلر، حجم برداشتی را تصحيح کرد.
که  داشت  توجه  متغيربايد  سمپلرهای  تنظيم  مورد  در 
، به ميزان ثابت اعمال  هرگونه تغيير در حجمهای مختلف 
 100 حجم  ميکروليتردر   1 تغيير  که  معنی  بدين  شود.  می 
ميکروليتر )1% تغيير( ، در حجم 10 ميکروليتر نيز باعث 1 
ميکروليتر تغيير، )يعنی 10% تغيير( خواهدشد.لذا بهتر است 
عمل تنظيم کاليبراسيون توسط بخش کاليبراسيون ياشرکت 

معتبر انجام شود.
نحوه نگهداری سمپلر

سازنده 	  دستورالعمل  اساس  بر  سمپلر  نگهداری 
انجام می پذيرد ولی مطالب زير در مورد بيشتر انواع سمپلر 
صادق است و تمامی قسمت های خارجی اغلب سمپلرها 
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