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 خدا نامبه

 ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة با آشنايي

و  اسـتاندارد  مؤسسـة  مقـررات  و قـوانين  اصـلاح  قـانون  3مـادة  يـك  بند موجب به ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة

اسـتانداردهاي   نشـر  و تدوين تعيين، وظيفه كه است كشور رسمي مرجع تنها 1371 ماه بهمن مصوب ايران، صنعتي تحقيقات

  .دارد عهده به را ايران) رسمي(ملي 

مؤسسـات   و مراكز نظران صاحب *كارشناسان مؤسسه از مركب فني هاي كميسيون در مختلف هاي حوزه در استاندارد تدوين

يـدي،  تول به شرايط توجه با و ملي مصالح با همگام وكوششي شود مي انجام مرتبط و آگاه اقتصادي و توليدي پژوهشي، علمي،

كننـدگان،  مصـرف  توليدكننـدگان،  شـامل  نفـع،  و حـق  صـاحبان  منصـفانة  و آگاهانـه  مشـاركت  از كـه  است تجاري و فناوري

نويس  پيش .شود مي حاصل دولتي غير و دولتي هاي سازمان نهادها، تخصصي، و علمي مراكز كنندگان، وارد و صادركنندگان

از  پـس  و شـود مـي  ارسـال  مربـوط  فنـي  هاي كميسيون اعضاي و نفع ذي عمراج به نظرخواهي براي ايران ملي استانداردهاي

ايران  )رسمي( ملي استاندارد عنوان به تصويب صورت در و طرح رشته آن با مرتبط ملي كميتة در پيشنهادها و نظرها دريافت

  .شود مي منتشر و چاپ

كننـد   مـي  تهيـه  شده تعيين ضوابط رعايت با نيز ذيصلاح و مند علاقه هاي سازمان و مؤسسات كه استانداردهايي نويس پيش

بـدين ترتيـب،    .شـود  مـي  منتشـر  و چـاپ  ايـران  ملـي  اسـتاندارد  عنوان به تصويب، درصورت و بررسي و طرح ملي دركميتة

ملـي   كميتـة  در و تـدوين  5 شـمارة  ايـران  ملي استاندارد در شده نوشته مفاد اساس بر كه شود مي تلقي ملي استانداردهايي

  .باشد رسيده تصويب به دهدمي تشكيل استاندارد مؤسسه كه مربوط دارداستان

(ISO)اسـتاندارد   المللـي  بـين  سازمان اصلي اعضاي از ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة
المللـي   بـين  كميسـيون  1

كـدكس   كميسـيون  4رابط تنها عنوان به و است (OIML)3 قانوني شناسي اندازه المللي بين سازمان و (IEC)2الكتروتكنيك 

 هـاي  نيازمندي و كلي شرايط به توجه ضمن ايران ملي استانداردهاي تدوين در .كند مي فعاليت كشور در (CAC)5 غذايي 

 .شودمي گيريبهره بينالمللي استانداردهاي و جهان صنعتي و فني علمي، پيشرفتهاي آخرين از كشور، خاص

 مصـرف  از حمايـت  بـراي  قـانون،  در شـده  بينـي  پيش موازين رعايت با تواند مي اناير صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة

 و محيطـي  زيسـت  ملاحظـات  و محصـولات  كيفيـت  از اطمينـان  حصـول  عمـومي،  و فردي ايمني و سلامت كنندگان، حفظ

 ـ وارداتـي،  اقـلام  يا / و ر كشو داخل توليدي محصولات براي را ايران ملي استانداردهاي از اجراي بعضي اقتصادي،  تصـويب  اب

 اجـراي  كشـور،  محصـولات  براي المللي بين بازارهاي حفظ منظور به تواند مي مؤسسه . نمايد استاندارد، اجباري عالي شوراي

 از كننـدگان  اسـتفاده  بـه  بخشـيدن  اطمينـان  بـراي  همچنين . نمايد اجباري را آن بنديو درجه صادراتي كالاهاي استاندارد

 و كيفيـت  مديريت هاي سيستم صدورگواهي و مميزي بازرسي، آموزش، مشاوره، در زمينة فعال ؤسساتم و زمانها سا خدمات

 و ها سازمان گونه اين استاندارد مؤسسة ، سنجش وسايل )واسنجي(كاليبراسيون  و مراكز ها آزمايشگاه محيطي،زيست مديريت

 تأييـد  گواهينامـة  لازم، شـرايط  احـراز  صـورت  در و كنـد  مي ارزيابي ايران تأييد صلاحيت نظام ضوابط اساس بر را مؤسسات

 وسـايل  )واسـنجي (كاليبراسـيون   يكاهـا،  المللي بين دستگاه ترويج .كند نظارت مي آنها عملكرد بر و اعطا ها آن به صلاحيت

 ايـن  وظايف يگرد از ايران ملي استانداردهاي سطح ارتقاي براي تحقيقات كاربردي انجام و گرانبها فلزات عيار تعيين سنجش،

 .است مؤسسه

  

                                                
 ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد موسسة *

1- International organization for Standardization 
2 - International Electro technical Commission 
3-  International Organization for Legal Metrology (Organization International de Metrology Legal)  
4 - Contact point 
5 - Codex Alimentarius Commission 
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قابليت مصرف محصولات غير فلزي در تماس با آب  -آب « كميسيون فني تدوين استاندارد

: 5- 2بخش  - آزمون هاي روش: دومقسمت  - مصرفي انسان با توجه به تاثير آنها بر كيفيت آب

  »تواند سلامت عمومي را به خطر اندازد  استخراج موادي كه مي

  

  يا نمايندگي/ سمت و  : رئيس

  مسعود، مدني

  )آليدكتراي شيمي (

  

  آزاد اسلامي واحد وراميندانشگاه 

    :دبير

  نصراصفهاني، مجتبي

  )دكتراي شيمي معدني(

  

اداره كل استاندارد و تحقيقات صنعتي 

  استان اصفهان

     )اسامي به ترتيب حروف الفبا( :اعضا

  اسديان، پژمان

  )كارشناسي شيمي(

  فر، مينا شريعتي

  )كارشناسي ارشد صنايع غذايي(

  محمدي، هادي

  )كارشناسي ميكروبيولوژي(

  مختاري، مسعود

  )كارشناسي ارشد مديريت صنعتي(

  يوسفيان، هومن

  )كارشناسي شيمي(

  

  

  

  

  

  شركت صنايع شيميايي اصفهان

   

اداره كل استاندارد و تحقيقات صنعتي 

  استان اصفهان

اداره كل استاندارد و تحقيقات صنعتي 

  ان اصفهاناست

  شركت پوشش لوله كوهپايه

  

  شركت ايران اسپيرال 
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  فهرست مندرجات

 صفحه عنوان

  ج استاندارد مؤسسة با آشنايي

  د  استاندارد تدوين فني كميسيون

  و  پيش گفتار

  1  مقدمه

  2  هدف و دامنه كاربرد

  2  مراجع الزامي

  3  اصطلاحات و تعاريف

  4  آزمون اصول

  4  آزمون هاي فرضپيش 

  4  ايمني

  5  مواد

  7  وسايل

  8  ها آزمونه

  8  زمونآروش 

  11  بيان نتايج

  11  گزارش آزمون

  14  )اطلاعاتي( پيوست الف
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  پيش گفتار

  

قابليت مصرف محصولات غير فلزي در تماس با آب مصرفي انسان با توجه به تاثير آنها بـر   -آب " استاندارد 

تواند سـلامت عمـومي را بـه     استخراج موادي كه مي: 5-2بخش  -آزمون هاي روش: دومقسمت  -كيفيت آب

 تحقيقـات صـنعتي   و اسـتاندارد  توسط مؤسسـة  مربوط هاي دركميسيون آن نويس پيش كه  " خطر اندازد

هاي  خوراك و فرآوردهاستاندارد  ملي كميتة اجلاسهفتصد و هفتاد و سومين  در و شده تدوين و ايران تهيه

 قوانين اصلاح قانون 3 مادة يك بند استناد به اينك ، است گرفته قرار تصويب وردم 5/9/87 مورخشاورزي ك

 ملـي  اسـتاندارد  عنـوان  بـه  ، 1371 ماه بهمن مصوب ايران، صنعتي تحقيقات و استاندارد مقررات مؤسسة و

   .شودمنتشر مي ايران

 خـدمات،  و علوم صنايع، زمينة در جهاني و ملي هاي پيشرفت و تحولات با هماهنگي و همگامي حفظ براي

اين  تكميل و اصلاح براي كه پيشنهادي هر و شد خواهد نظر تجديد لزوم مواقع در ايران ملي استانداردهاي

 بنـابراين،  .گرفـت  خواهد قرار توجه مورد مربوط فني كميسيون در نظر تجديد هنگام شود، ارائه استانداردها

   .كرد استفاده ملي استانداردهاي تجديدنظر آخرين از همواره بايد

  

 :است زير شرح به گرفته قرار استفاده مورد استاندارد اين تهية براي كه منبع و ماخذي

  
BS 6920-2.5-2000: Suitability of non-metallic products for use in contact with water 

intended for human consumption with regard to their effect on the quality of the water-

Part 2: Methods of test- Section 2.5: The extraction of substances that may be of concern 

to public health
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  مقدمه

ه ب ـبايد هاي سلولي  در كار با زنجيره  هاي ويژه هاي ايمني كار، مراقبت علاوه بر مشاهده دستورالعمل -اخطار

ها در طي دوره كار بـا آنهـا    زا و باكتري هاي بيماري هاي سلولي با ويروس زنجيرهلودگي آامكان زيرا  ،دور كار

  .وجود دارد

زنجيـره سـلولي را    ، بنابراينقادر به رشد ميكروبي است شود مغذي كه در اين آزمون استفاده مي هاي محيط

  .كند هاي انساني مي قادر به آلودگي توسط ويروس

شناسي  ريختهاي كشت بافتي و  توسط افراد با تجربه در كار با تكنيكبايد الزاماً اين روش آزمون  -احتياط

  .زنجيره سلولي انجام شود

تركيباتي است كـه از نظـر بيولـوژيكي فعـال     بر روي  يت سلولياين استاندارد در برگيرنده تكنيك ساده سم

ق فرضيات مشتري در تماس با آب مصرفي انسان قرار حاصل از مواد و قطعاتي كه طب 1هاي ليچيتاست و از 

آب  مـورد اسـتفاده قـرار    كننـدگان   تـامين مواد شـيميايي كـه توسـط    محصولات و . شود ، ايجاد ميگيرد مي

قرار  هاي آناليز پيشرفته وشرو در پي آن يك روش استخراج طريق ز اارزيابي كامل بايد در معرض گيرد،  مي

  .دفته باشگر

د اين استاندارد را فقط بعنوان يك آزمون غربالي اوليه براي موادي كه بطور بالقوه براي سلامت شو توصيه مي

دهد ليچيت به احتمال قوي  بخشي وجود دارد كه نشان مي نتايج رضايت. در نظر بگيريد استانسان خطرساز 

مقادير كوچك از موادي كه  اين نتايج نشان دهنده فقداناز مواد واقعاً سمي نيست، ولي زيادي حاوي مقادير 

        . نيست ،ممكن است در تماس دراز مدت خطرناك باشد

  

  

  

  

  

  

                                                
1 - Leachate  
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قابليت مصرف محصولات غير فلزي در تماس با آب مصرفي انسان با توجه به  -آب

استخراج موادي : 5-2بخش  -آزمون هاي روش: دومقسمت  -تاثير آنها بر كيفيت آب

  طر اندازدتواند سلامت عمومي را به خ كه مي

  هدف و دامنه كاربرد   1

با استفاده از يك زنجيره ) 2آزمون ساده سميت سلولي( 1غرباليكار  وشرتعيين اين استاندارد تدوين  هدف از

در ارزيابي سميت سلولي  كار روشنتايج اين . باشد محصول مييك از ليچيت سلولي جانوران پستاندار و يك 

  .   گيرد، بكار خواهد رفت ميسان قرار محصولي كه در تماس با آب مصرفي ان

كاربرد شود،  استفاده مياز آنها براي انواع محصولات غير فلزي كه در تماس با آب آشاميدني استاندارد اين 

  .دارد

قوانين و ضوابط خاصي را در برخي موارد تعيين و به مورد اجرا گذاشته و اهميت  3الصلاح كشور مراجع قانوني و ذي -يادآوري

  .كنند تايج حاصل را ارزيابي مين

  مراجع الزامي  2

بدين ترتيب آن  .متن اين استاندارد به آنها ارجاع داده شده است مدارك زير حاوي مقرراتي است كه در

  .مقررات جزئي از اين استاندارد محسوب مي شود

 آن بعدي ديدنظرهايتج و ها اصلاحيه باشد شده داده ارجاع انتشار تاريخ ذكر با مدركي به كه صورتي در

 شده داده ارجاع ها آن به انتشار تاريخ ذكر بدون كه مداركي مورد در. نيست ايران ملي استاندارد اين موردنظر

 .است نظر مورد آنها بعدي هاي اصلاحيه و تجديدنظر آخرين همواره است،

  :است الزامي استاندارد اين براي زير مراجع از استفاده

قابليت مصرف محصولات غير فلزي در  -، كيفيت آب 1382سال : 1-7171شماره  استاندارد ملي ايران 2-1

 ها ويژگي: بخش اول -تماس با آب مصرفي انسان با توجه به تاثير آن بر كيفيت آب

2-2 BS EN ISO 3696:1995, Water for analytical laboratory use- Specification and test 

methods. 

2-3 BS 748:2000, Specification for haemacytometer and particle counting chambers.  

2-4 BS 6920-2.1:2000, Suitability of non-metallic products for use in contact with water 

intended for human consumption with regard to their effect on the quality of the water- Part2: 

Methods of test- Section 2.1: Samples for testing. 

                                                
1 - Screening procedure 
2 - Cytotoxicity test 

 وزارت نيرو و وزارت بهداشت درمان و آموزش پزشكي -3
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2-5 BS 6920-3:2000, Suitability of non-metallic products for use in contact with water 

intended for human consumption with regard to their effect on the quality of the water- Part3: 

High temperature tests. 

   ريف  ااصطلاحات و تع 3

  :رود كار ميه در اين استاندارد اصطلاحات و تعاريف زير ب

3 -1  

  1سميت سلولي

  .استاندارد استشرايط اين در ها  سمي براي سلول

3 -2  

  2تك لايه

كه يك سلول در تماس با يك سطح جامد مناسب در محيط كشت، ) يك سلول تماضخبه (لايه سلولي 

ها وابسته به تماس هستند  اين سلول. دهد كند، تشكيل مي كشت رشد ميعموماً بر روي ديواره ظرف محيط 

رار گيرد و در نتيجه رشد متوقف شود، پخش قهاي مجاور  سلولدر تماس با كه  و بر روي اين سطح و تا زماني

  .شوند مي يهو چند لا

تك لايه تشكيل ) شود اده ميشامل زنجيره سلولي كه در اين آزمون استف(فقط انواع خاصي از كشت سلولي  -يادآوري

  .دهد مي

3 -3  

  3كشت بافتي

لايه بر روي سطح داخلي يك ظرف در يك  كند و بصورت يك ورقه تك ها رشد مي تكنيكي كه در آن سلول

  .شود محيط كشت خنثي نگهداري مي

3 -4  

  4زنجيره سلولي

يك . شود ،گفته ميهاي قادر به رشد تحت شرايط آزمايشگاهي و با استفاده از تكنيك كشت بافتيبه سلول

  .نامند زنجيره سلولي را كه قادر به رشد نامحدود در لوله آزمايش است، زنجيره سلولي پيوسته مي

3 -5  

  5هواي تميز بيولوژيكي

   . اثر نامطلوبي بر اين آزمون نگذاردكافي پايين باشد تا   ها به اندازه كه تعداد ميكروارگانيسماست يي هوا

                                                
1 - Cytotoxic 
2 - Monolayer 
3 - Tissue culture 
4 - Cell line 
5 - Biologically clean atmosphere 
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3 -6  

  1شناسي ريخت

رود  شناسي براي زنجيره سلولي بكار مي وقتي ريخت. باشدوپي شكل فيزيكي يك سلول ميبررسي ميكروسك

  .باشد لايه و ظاهر اختصاصي اجزاء تشكيل دهنده سلول مي منظور ظاهر كلي سلول تك

3 -7  

  2نگ آفديران

چ ، هيبا توان كمكه كروي يا بيضوي شكل هستند و با استفاده از ميكروسكوپ است هاي غير طبيعي  سلول

  .دهند ايي نشان نمي ساختار داخلي قابل مشاهده

3 -8  

  3سوسپانسيون سلولي

به منظور  4شلات كنندههاي هضمي و يا عوامل  كه با استفاده از آنزيم است سوسپانسيوني از يك تك لايه 

شود كه براي داير  اند و پخش كردن آنها تهيه مي ها به آن چسيبده ي كه سلولها از سطح شل شدن سلول

  .تواند بكار برده شود ها مي هاي تازه و يا انجام آزمون محيط كشت كردن

  آزمون اصول 4

در بعداً از اين آب . شود ور مي ساعته غوطه 24هاي محصول در آب مورد استفاده براي آزمون، يك دوره  نمونه

  .شود تهيه محيط مغذي استفاده مي

  .شود يط رشد كرده است مشاهده ميپستاندار كه در اين محجانور شناسي زنجيره سلولي  ريخت

  .شود يك استخراج شاهد بطور موازي با اين ماده ارزيابي مي

  .شده استنوشته كارهاي آزمون در پيوست الف  نمودار گردشي براي نمايش ترتيب مراحل روش -يادآوري

  آزمون هاي فرض  پيش 5

ولوژيكي كه از گرد و غبار عاري است تميز بيهواي را فقط در يك آزمايشگاه با هاي كشت  ها و محيط سلول

    .انجام دهيد ،است 5تهيه كنيد و آزمون را در محيطي كه دور از عفونت زنجيره سلولي

  ايمني 6

  .توجه كنيداخطارهايي كه در مقدمه اين استاندارد ذكر شده است به 

                                                
1 - Morphology 
2 - Rounding off 
3 - Cell suspension 
4 - Chelating agents 
5 - Infection of the cell line 
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  مواد 7

  ها آب 7-1

  آب مورد استفاده در آزمون  7-1-1

قبل از . ير آب متصل به شبكه آبرساني با فشار اصلي تهيه شودآب مورد استفاده در آزمون بايد از يك ش

ايي  دقيقهيك  در يك دوره C 1˚را با فشار باز كنيد تا دماي جريان آب بيشتر از آب آوري آب، شير  جمع

زدايي و يا  ،يون1ايي آبي كه به روش تقطير در ظروف شيشه. تجاوز نكند C 25˚تغيير نكند و دماي آن از 

تواند استفاده  تصفيه شده است نيز مي) سوم درجه( BS EN ISO 3696مطابق با استاندارد  2ساسمز معكو

  .شود

     .  آب مورد استفاده در آزمون بايد عاري از مواد سمي يا موادي كه مانع رشد زنجيره سلولي است باشد

توان با رشد حداقل سه توليد مثل موفق از  ميعاري بودن آب مورد استفاده در آزمون از مواد سمي را بعنوان مثال،  -يادآوري

هايي با  شناسي سلول ها با ريخت شناسي سلول ساخته شده است و مقايسه ريختآن زنجيره سلولي در يك محيط مغذي كه از 

  .)ملاحظه شود 2-10بند (ي رشد كرده در محيطي كه با آب مقطر ساخته شده است، مورد تاييد قرار داد ها همان توليد مثل

  )براي تهيه محيط(آب مقطر  7-1-2

با مطابق ايي تهيه شده است و يا آب حاصل از اسمز معكوس كه  آب مقطري كه از تقطير در ظروف شيشه

  .باشد مي) سومدرجه ( BS EN ISO 3696استاندارد 

  .شده مناسب نيست زدايي آب يون -يادآوري

  محيط 7-2

  كليات 7-2-1

  .شدكليه واكنشگرها بايد داراي كيفيت آزمايشگاهي با

  .استفاده از سرم گوساله تازه بدنيا آمده بجاي سرم جنين گوساله مجاز است -يادآوري

سلامت رشد زنجيره سلولي را بتوان با مشروط بر آنكه هاي نگهداري و رشد داراي مشخصات  استفاده از ساير محيط -يادآوري

  .هاي بالا مجاز است استفاده از آنها حفظ كرد، بجاي محيط

هاي  ها در كنترل احتمال رشد باكتري يا آلودگي از آزمونه بيوتيك جنتامايسن نسبت به ساير آنتي استفاده از

  . و آب مورد استفاده در آزمون، بايد ترجيح داده شود ونغير ستر

ر قرااستفاده در صورت امكان مورد شود  بطور تجاري در دسترس است و توصيه مي سترونهاي  اجزاء سازنده محيط -يادآوري

  .گيرد

                                                
1 - Glass-distilled 
2 - Reverse osmosis 
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  رشد  محيط 7-2-2

  :شود زير تهيه مياز مواد رشد   محيط

 ،ml 90 سترونآب مقطر  •

 ml 10بدون بافر سديم هيدروژن كربنات    1هاي ارلي با نمك) برابر 10( 199تغليظ  •

 ،ml 7سرم گوساله تازه بدنيا آمده  •

 ،i.u/ml 4000 (ml 1(محلول جنتامايسون  •

 .ml2) 4-2- 7بند (اكسيد  ، اشباع از كربن ديg/l 44محلول بافر سديم هيدروژن كربنات  •

 C1±4˚و دور از نور در دماي سترون بصورت محيط بايد . استفاده شود ستروناجزاء سازنده بايد بصورت 

  .شود نگهداري

. گلوتامين و سديم هيدروژن كربنات بطور تجاري در دسترس است هاي ارلي بدون با نمك) ده برابر( 199 تغليظ -يادآوري

تغليظ اضافه  ml 100به هركدام از  mmol/l گلوتامين -L 200از يك محلول  ml 34/0شود قبل از استفاده  وصيه ميت

  .سرم گوساله تازه بدنيا آمده نيز بطور تجاري در دسترس است. كنيد

  2محيط نگهدارنده 7-2-3

  :ودش ير تهيه مياز مواد زمحيط نگهداري 

 ،ml 90سترون آب مقطر  •

 ml 10بدون بافر سديم هيدروژن كربنات    3هاي ارلي با نمك) بربرا 10( 199تغليظ  •

 ،ml 2سرم گوساله تازه بدنيا آمده  •

 ،i.u/ml 4000 (ml 1محلول جنتامايسن  •

 .ml3) 4-2- 7بند (اكسيد  ، اشباع از كربن ديg/l 44محلول بافر سديم هيدروژن كربنات  •

 C1±4˚و دور از نور در دماي سترون بصورت محيط بايد . استفاده شودسترون اجزاء سازنده بايد بصورت 

  .شودنگهداري 

  CO2اشباع از  گرم در ليتر 44محلول بافر سديم هيدروژن كربنات  7-2-4

  :شود گرم در ليتر به روش زير تهيه مي 44محلول  بافر سديم هيدروژن كربنات 

 ،g 8/8سديم هيدروژن كربنات  •

 ،ml 10) م در ليترگر 2محلول آبي (فنل قرمز  •

 .ليتر ميلي 200آب مقطر تا رسيدن به حجم  •

اكسيد يا اضافه كردن يك تكه كربن  اجزاء سازنده بايد مخلوط شود و محلول با حباب زدن گاز كربن دي

  .اكسيد جامد، اشباع شود دي

                                                
1 - Earle’s salts 
2 - Maintenance medium 
3 - Earle’s salts 
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 وبسته را درب بطري  ريخته و تا لبه پر شود، ml 10ايي  بافر بايد در يك بطري شيشهاين فوراً بعد از تهيه، 

بطري . كنيدسترون دقيقه  20كيلوپاسكال به مدت  69و در فشار  C115°دماي در وچك يك اتوكلاو كدر 

  .را تخليه كنيد شود ميهايي كه رنگ قرمز روشن  بطري. كنيدنگهداري  C 1±4°را در دماي 

   1محلول نمكي بافر فسفات 7-2-5

  :شود محلول نمكي بافر فسفات به روش زير تهيه مي

 ،g 0/8سديم كلريد  •

 ،g 2/0پتاسيم كلريد  •

 ،g 15/1دي سديم هيدروژن ارتو فسفات  •

 ،g 2/0پتاسيم دي هيدروژن اورتوفسفات  •

  . آب مقطر تا رسيدن به حجم يك ليتر •

 توزيع و در ml 20ايي در مقادير  هاي شيشه داخل بطريبايد اجزاء سازنده بايد مخلوط شود و محلول حاصل 

  .شودسترون دقيقه  10كيلوپاسكال به مدت  69و در فشار  C115°دماي  وچك دريك اتوكلاو ك

  EDTA 2-محلول تريپسين 7-2-6

  .معادل آن استفاده شودمحلول تجاري يا  EDTA-محلول تريپسين

  .نگهداري شود  -C 18°شود اين محلول در دماي زير  توصيه مي -يادآوري

  غليظ رشدمحيط  7-2-7

محيط را در . شود ولي با حذف آب مقطر تهيه مي 2-2-7ج در بند غليظ مشابه با روش مندر رشدمحيط 

  .به دور از نور نگهداري كنيد C1±4°دماي 

  زنجيره سلولي 7-3

) CCL81شماره  ATCC(هاي كليه ميمون سبز آفريقايي  از سلول VEROپايدار بايد از زنجيره سلولي 

  ).ملاحظه شود 2-10ند ب( باشددر هنگام تحويل سالم بايد زنجيره سلولي . استفاده شود

در اين آزمون مجاز است ولي زنجيره  VEROبجاي زنجيره سلولي  BGMاستفاده از زنجيره سلولي كليه ميمون  -يادآوري

  .شود ترجيح داده مي VEROسلولي 

  وسايل  8

  ظروف كشت بافتي 8-1

  :ظروف كشت بافتي بايد طبق الزامات زير تهيه شود

شود بايد با استفاده از يك شوينده اختصاصي كه براي  ن استفاده ميايي كه در اين آزمو كليه ظروف شيشه

ايي بايد بعد از تميزكاري بطور  ظروف شيشه. استفاده در تكنيك رشد بافتي طراحي شده است، تميز شود

                                                
1 - Phosphate-buffered saline solution  
2 - Trypsin-EDTA 
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   ايي بايد در دماي ظروف شيشه. دوشكشي آب) 2- 1-7بند (شود و در انتها دوبار با آب مقطر كشي كامل آب

°C 121  شودسترون دقيقه  15كيلو پاسكال به مدت  104و فشار.  

    . شود مجاز است كه اختصاصاً براي عمليات كشت بافتي تامين مي ستروناستفاده از ظروف پلاستيكي پيش  -يادآوري

     BS 748مطابق با استاندارد  1اتاقك شمارش هموسيتومتر 8-2

  ظروف استخراج 8-3

 BSبا ظرفيتي مطابق با استاندارد  2سيليكات ليبره از جنس بورايي كا ظروف استخراج شامل بشرهاي شيشه

  .باشد مي) 2-1-4بند ( 6920-2.1

بشرها را با آب مورد استفاده . بشرها بايد با محلول آبي يك شوينده قابل تجزيه در محيط زيست شسته شود

بشرها بايد در آب . دكني آبكشي) 2-1- 7بند (سپس يكبار با آب مقطر . كنيد آبكشي )1-1- 7بند (در آزمون 

      بشرها قبل از استفاده بايد با آب مورد استفاده در آزمون . يك قفسه هواي گرم چكيده و خشك شود

  .شود آبكشي) 1- 1-7بند (

  ها آزمونه 9

  كليات 9-1

  .باشد BS 6920-2.1ها بايد مطابق با الزامات مندرج در استاندارد  بجز در موارد زير، آزمونه

  مواد مرجع 9-2

  .    ايي كه بتواند در اين استاندارد استفاده شود، وجود ندارد  رسيدهاثبات به نون هيچ ماده مرجع ايمن و تاك

  سيمانيهاي  نمونه 9-3

حاصل از مواد  يها سلولي اثر خواهد گذاشت، كليه نمونه  محيط مغذي بر رشد زنجيره pHچون افزايش 

  .پيش تثبيت كنيد) 8-2- 5بند ( BS 6920-2.1سيماني را طبق استاندارد 

  محلول تاييد 9-4

اين محلول . تهيه كنيد ZnSO4گرم در ليتر  800به غلظت ) با كيفيت آزمايشگاهي(محلولي از روي سولفات 

  .  وارد شودشود،  هايي كه بوسيله اين تكنيك ارزيابي مي آزمونهمجموعه ز كدام اهردر بايد 

   آزمون  روش 10

  مقدمه  1- 10

  :زير تقسيم كنيدبه سه مرحله را  آزمون  اين روش

 در آزمايشگاه،يك اصول پيوسته ايجاد و نگهداري از زنجيره سلولي بر اساس  •

                                                
1 - Haemocytometer counting chamber 
2 - Borosilicate  
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هاي  محيطبهرهاي و استفاده از آن در تهيه  ليچيتآوري  ، جمعها روي نمونه استخراج  وشانجام يك ر •

 كشت مغذي،

 .   ها شناسي سلول ها بر روي ريخت اثر اين محيط همشاهد •

  وليزنجيره سل شتنگهدا 2- 10

رشد  هاي با استفاده از محيطو  1و هوابند هاي محكم پوشبا درسترون در ظروف ) 3-7بند (زنجيره سلولي را 

زنجيره سلولي  شتروش مناسب براي نگهدايك از . رشد دهيد )3-2- 7بند ( شتگهدانو ) 2-2- 7بند (

  :استفاده كنيد

سوسپانسيون سلولي تازه ساز  ml 2تا  ml 1 صورت سترون، بml 100در يك ظرف كشت بافتي سترون 

       از محيط رشد ml 9به آن  ريخته ورا ) ملاحظه شود 3- 10بند (ليتر  سلول در ميلي 1×106محتوي 

تا زماني كه براي دستيابي   C 1±37°بطري را محكم ببنديد و در دماي پوش در. اضافه كنيد) 2-2-7بند (

محيط رشد را سر ريز كنيد و بطور كامل تك لايه . ذاري كنيدگ گرمخانهلازم است  2به يك تك لايه متلاقي

    محلول آبكشي را دور ريخته و). 5-2- 7بند ( كنيد محلول بافر نمكي فسفات آبكشي ml 10را با سلولي 

ml 9 شتمحيط نگهدا. گذاري كنيد مشابه با بالا گرمخانه. اضافه كنيدرا ) 3-2-7بند ( شتمحيط نگهدا   

       هفته يك سوسپانسيون سلولي جديد  3تا  2بعد از . ض كنيديوتعروز  5ا حداقل هر ر) 3- 2-7بند (

را به ظروف كشت بافتي جديد منتقل كنيد  ml 2تا  ml 1هاي  تهيه كنيد و حجم) ملاحظه شود 3- 10بند (

ميكروسكوپي مورد ها را بطور  هر هفته، سلول. ها را با تكرار كليه مراحل بالا ادامه دهيد سلولدادن و رشد 

ها را با توجه به  سلولاين وجود دارد،  3ايي دانههاي  زائدهاز رشد غيرعادي يا ئمي بررسي قرار دهيد و اگر علا

  .هاي دفع، دور بريزيد هاي ايمني در روش كليه ضروريت

  .از استهاي كشت سلولي به شرطي كه زنجيره سلولي سالم باقي بماند، مج استفاده از ساير روش -يادآوري

  تهيه سوسپانسيون سلولي 3- 10

سرريز ) 2-10يا  3-7حاصل از بندهاي (ها  لايه سالم از سلول  را از يك تك) 3-2-7بند ( شتمحيط نگهدا

.     د و محلول را دور بريزيدكني آبكشي) 5- 2-7بند (محلول بافر نمكي فسفات  ml 10ها را با  لايه ، تككنيد

ml 3 محلول تريپسين-EDTA ) به اين بطري لايه را بپوشاند كه بطور كامل روي تك يبطور) 6-2-7بند ،

 5تا  4به مدت   C 1±37°بطري را در دماي . ثانيه بطري را در دماي اتاق رها كنيد 30به مدت . اضافه كنيد

ظرف كشت بافتي را شود،  ها از سطح ظرف جدا مي براي اطمينان از اينكه سلول. گذاري كنيد گرمخانهدقيقه 

اضافه كنيد و به آرامي ظرف را تكان ) 2- 2-7بند (را محيط رشد  ml 5/2رد بررسي قرار دهيد و سپس مو

  . ها در محيط معلق شود دهيد تا سلول

هاي زنده را در هر  تعداد سلول BS 748با استفاده از يك اتاقك شمارش هموسيتومتر مطابق با استاندارد 

  .دكنيليتر سوسپانسيون سلولي تعيين  ميلي

                                                
1 - Airtight 
2 - Confluent monolayer 
3 - Excessive granular inclusion 
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  استخراج  روش 4- 10

 10به مدت ) 1-1- 7بند (شود، نمونه را با آب مورد استفاده در آزمون  در همان روزي كه آزمون شروع مي

علاوه . قرار دهيد  جداگانه) 3- 8بند (را در ظرف استخراج تميز ) 1-1-7بند (هر نمونه . دكني دقيقه آبكشي

به ظرف آزمون . نوان يك شاهد آزمون در نظر بگيريدها، يك ظرف خالي بع از آزمونهبهر بر اين، براي هر 

به خط نشان رسيدن تا به هريك از ظروف را ) 1-1-7بند (مقدار كافي آب مورد استفاده در آزمون 

هر ظرف را با يك تكه فويل آلومينيمي . اضافه كنيد) 2-1- 5بند ( 4- 2كاليبراسيون مندرج در استاندارد بند 

آزمون با  طياگر چگالي آزمونه از آب كمتر است، مطمئن شويد كه آزمونه در  .كنيدغير قابل نفوذ  تازه

  .ور شده است ايي بطور كامل در آب مورد استفاده در آزمون غوطه استفاده از يك وزنه شيشه

  .كنيدگذاري  گرمخانهساعت  24به مدت  ºC 2±23در دماي و دور از نور به ف را وظراين 

  روش رشد 5- 10

هاي  استخراجاز هريك از  ايي گيري شده هاي اندازه بخش، )ملاحظه شود 4-10بند (ذاري گ گرمخانهبعد از 

سازي محيط  براي رقيقاز آن را خارج كنيد و ) تاييد سولفات رويمحلول شامل شاهد و (ظرف حاصل از هر 

. ه كنيداستفاد) 2-2-7بند (معادل با اجزاء سازنده محيط رشد  يتا غلظت) 7-2-7بند (شده غليظ ترشد 

داخل بطري ) 7-2- 7بند (شده غليظ تمحيط رشد  ml 55/0توان با ريختن  بعنوان مثال، اين كار را مي

 105تا  103به هر بطري . بدست آورد) 4-10بند (استخراج  ml 45/2همراه با  ml 30ايي سترون  شيشه

سوسپانسيون  ml 1هاي  بخش. ها را مخلوط كنيد اضافه كنيد و به آرامي محتواي بطري) 3-10بند (سلول 

. هاي هوابند بريزيد پوشبطري پلاستيكي سترون يا ظروف كشت بافتي با درسه سلولي حاصل  را داخل 

  . هر ظرف را محكم ببنديدپوش در

تغليظ شده شود، محيط رشد  رشد شناخته شده بجاي محيط رشد اين استاندارد استفاده مي هاي اگر از ساير محيط -يادآوري

زمان تهيه محيط رشد با آب مقطر سترون استفاده ي كه به همان نسبترا هاي لازم  رقيق كنيد و مكملاين استخراج بار با  را ده

  .شده است، اضافه كنيد

درجه  15تا  5ها را با زاويه  لوله. كنيدگذاري  گرمخانهساعت  24به مدت  C1±37°ها را در دماي  بطري

  .نسبت به افق كج نگه داريد

  ميكروسكوپي بررسي 6- 10

مورد بررسي قرار  5-10بند  هاي ظرف كدام ازها را در هر شرايط سلولبا ميكروسكوپ ، گذاري گرمخانهبعد از 

  .دهيد

      . برابر دارد استفاده كنيد 40از يك ميكروسكوپ نوري با توان پايين كه بزرگنمايي  -يادآوري

هايي كه علائمي از  لول با شكل غيرعادي يا سلولحضور يا عدم حضور لايه سلولي متلاقي و حضور هرگونه س

هاي شناور در محيط  شود، ظاهر سلول اگر رشد متلاقي مشاهده نمي. دهد را ثبت كنيد ينگ آف نشان ميدران

                 .    رشد را ثبت كنيد
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  بيان نتايج 11

  تاييد 11-1

هايي با شكل غيرعادي  يا سلولو ها  لولينگ آف سدشاهد رشد متلاقي يا علائمي از رانمربوط به  هاي اگر لوله

هاي  را با استفاده از واكنشگرها و نمونه 6-10و  5-10، 4- 10كارهاي مندرج در بندهاي  ، روشنشان ندهد

  .جديد تكرار كنيد

كارهاي  شوها نشود، ر مرگ سلولينگ آف و دگرم در ليتر سولفات روي باعث ران ميلي 800اگر محلول 

  .هاي جديد تكرار كنيد را با استفاده از واكنشگرها و نمونه 6-10و  5-10، 4- 10مندرج در بندهاي 

اين وضعيت معمولاً . نيست، ضروري است ها هوابندي لولهشكست در اطمينان از اينكه هرگونه مرگ سلولي ناشي از  -يادآوري

لوله شاهد به رنگ قرمز روشن درآيد، بنابراين اگر كشت بافتي در . شود با تشكيل رنگ قرمز روشن در محيط، شناسايي مي

  .هاي جديد تكرار شود شود اين آزمون با استفاده از آزمونه توصيه مي

  تفسير نتايج 11-2

شناسي زنجيره سلولي به هر روشي تاثير  شود بر ريخت آوري مي كه از يك نمونه جمع ها استخراجاين اگر 

  .يد مورد بررسي قرار دهيدگذارد، دو نمونه ديگر را با استفاده از واكنشگرهاي جدب

شناسي زنجيره سلولي اثر بگذارد، آن را  حاصل از بيش از يك نمونه از سه نمونه بر ريخت يها اگر استخراج

  .بعنوان يك پاسخ سميت سلولي تفسير كنيد

دهد  آزمون نشان مي شد، بلكه اينبا چنين نتايجي الزاماً به معني اينكه مواد مورد آزمون براي انسان سمي است نمي -يادآوري

كه قبل از اينكه اين محصول براي استفاده در تماس با آب مصرفي  وجود دارداز اين محصول حاصل كه موادي در استخراج 

  .داردهاي بيشتري  نياز به بررسيانسان مورد تاييد قرار گيرد، 

ينگ آف يا دو ميزان راندهد  لايه سلولي متلاقي  ها تشكيل يك تك اگر زنجيره سلولي در هريك از لوله

بيشتر نباشد، آن را بعنوان يك پاسخ غير است هاي حاصل از نمونه شاهد  هاي غير عادي از آنچه در لوله شكل

  .سمي تفسير كنيد

  دقت 11-3

را  )R( تجديدپذيريو  )r( اين روش آزمون نتايج عددي ندارد كه با عمليات آماري بتوان تكرارپذيري

در سه و ماده بصورت دوتايي  12آزمون بين آزمايشگاهي شامل آزمون  ، در يكهر چند. محاسبه كرد

 24هاي استخراجي  شناختي با نمونه توافق در ثبت حضور يا عدم حضور يك پاسخ سم% 92آزمايشگاه، 

      .       ساعته وجود داشته است

  گزارش آزمون 12

  كليات 1- 12

  :زير باشدهاي  داراي آگاهيگزارش آزمون بايد 
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  اين گزارش، صدورو تاريخ ) گزارش آزمون مانند(عنوان  1-1- 12

  ،...شماره  ايران استاندارد مليروش آزمون طبق  1-2- 12

 نشـاني در صـورت تفـاوت   (هـا در آن انجـام شـده اسـت      آزمايشگاه و محلي كه آزمون نشانينام و  1-3- 12

  ،)آزمايشگاه با محل آزمون

آن صـفحه قسـمتي از    شماره گزارش آزمون، علامتي بر روي هر صفحه به منظور اطمينان از اينكه 1-4- 12

  باشد و علامتي واضح در پايان گزارش آزمون، گزارش آزمون مي

  اين سفارش را داده است،كه مشتري  نشانيو  ، نام خانوادگينام 1-5- 12

در نوشـته شـده   با حداقل الزامـات  مطابق بدون ابهام موارد آزمون، اين موارد بايد شناسايي شرح و  1-6- 12

  ،باشد )9بند ( BS 6920-2.1استاندارد 

برداري يا روش كار تهيه نمونه كه توسط آزمايشگاه يا ساير اشـخاص مـورد اسـتفاده     ارجاع به نمونه 1-7- 12

كـه بـا آنهـا در ارتبـاط اسـت، در مـورد        1كنتـرل و انتقـال و دسترسـى   قرار گرفته است و جزييات زنجيـره  

) 5-9بنـد  ( 4-2ندارد بند با استامطابق شود، بايد در بر گيرنده كليه الزامات  محصولاتي كه در محل اجرا مي

 باشد،

 ها، تاريخ دريافت موارد آزمون و تاريخ اجراي آزمون 1-8- 12

  انحراف اضافي يا نقصاني از روش آزمون، 1-9- 12

، نمونه شاهد و محلول روي سولفات همراه استخراجهاي در تماس با  شناسي سلول شرحي از ريخت 1-10- 12

 دهد،   يا غير سمي را نشان ميها يك پاسخ سمي  در اين مضمون كه آيا اين يافته اي با جمله

 ،هآزمايش كنندو امضاء  نام خانوادگي ،نام 1-11- 12

شـود و ايـن گـزارش     ايي در اين مضمون كه اين نتايج فقط به موارد آزمون شده مربوط مـي  جمله 1-12- 12

 .شودچاپ آزمايشگاه و بطور ناقص مجدداً مكتوب آزمون نبايد بدون تاييد 

در هـاي اضـافي    نتايج آزمـون بايد شود،  و حذفيات مجدداً صادر ميبا در نظر گرفتن خطاها  ها هرگاه گزارش

                    :باشددو روش زير توافق با يكي از 

متمم گزارش آزمون، "يك گزارش اضافي حاوي اطلاعات اضافي يا فقط تصحيحات و جمله مشخص  •

 صادر كنيد، "...مرجع

با يك جمله كه در زير تاريخ اصلي صدور ) ستكه معمولاً انتخاب ارجح ا(يك گزارش اصلاحي كامل  •

): در صورت نياز(وغيره / هاي اضافي داده/صدور مجدد با تصحيح "كند  زير را بيان ميعبارت گزارش 

 .صادر كنيد ")تاريخ(

                                                
1 - Chain of custody 
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را در  هاي اضافي نتايج آزمون ،شود كليه نتايج قبلي موارد آزمون شده بايد در هر گزارشي كه مجدداً صادر مي

  . ردبرگي

صدور يك نتيجه آزمون جديد ضروري باشد، اين نتيجه آزمون بايد بطور واحد شناسايي بطور كامل هرگاه 

  .شود و شامل يك ارجاع به نتيجه آزمون اصلي كه اين نتيجه آزمون جايگزين آن خواهد شد، باشد

جمله شامل بايد  باشد، مي BS 6920-2هاي هاي استاندارد هايي كه فقط بر اساس برخي بخش در گزارش

  .باشد "نشده استبر عهده گرفته هيچ آزمون ديگري براي اين محصول "

     BS 6920-3استاندارد طبق شرايط سرد آب مورد استفاده در آزمون آزمون مجدد با استفاده از  2- 12

نتايج  وپذيرفته شود شود و سپس در آزمون آب سرد پذيرفته نهاي دماي بالا  اگر محصولي در توافق با آزمون

  .درج شودتايج بايد در گزارش نهايي دسته ن، هر دو وردبدست آبخشي  رضايت

                

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

www.p
ar

se
th

yle
ne

-k
ish

.c
om



  14

 پيوست الف

  )اطلاعاتي(

  مراحل آزمون

  
  مراحل آزمون -1-شكل الف

                                   

                                 

  :ها شستشوي آزمونه

 )4-10(در آب آزمون دقيقه  10

  شستشو دهيد

  ظرف آزمون

 )8-3(  

بر روي   ليچيتهاي  نمونهاگر 

دو نمونه شناسي سلول اثر بگذارد،  ريخت

 )2-11(ديگر را آزمون كنيد 

  ساعت رهاسازي 24

)10-4 ( 

  ها آزمون سميت سلولي بر روي ليچيت

 )6-10ا و ي 10-5(

 پايان آزمون

 

آزمون مورد استفاده در آب 

  )1-1- 7(عاري از كلر 

ها يك ته لايه سالم متلاقي  اگر سلول

دهنده يك   تشكيل دهد، اين امر نشان

آزمون را ادمه : پاسخ غير سمي است

  )2-11(ندهيد 

 پايان آزمون

 

ضافي اهاي  لبچيتنمونه اگر هريك از دو 

لول اثر بگذارد، شناسي س روي ريختبر 

دهنده يك پاسخ مثبت به  اين امر نشان

 ) 2-11(سميت سلولي است 
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