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REGOLAMENT TAL-KUMMISSJONI (UE) Nru 1152/2010
tat-8 ta’ Di¢embru 2010

li jemenda, bil-ghan 1li jadattah ghall-progress tekniku, ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 li

jistabbilixxi metodi ta’ ttestjar skont ir-Regolament (KE) Nru 1907/2006 tal-Parlament Ewropew u

tal-Kunsill dwar ir-registrazzjoni, il-valutazzjoni, l-awtorizzazzjoni u r-restrizzjoni ta’ sustanzi
kimici (REACH)

(Test b’relevanza ghaz-ZEE)

IL-KUMMISSJONI EWROPEA,

Wara li kkunsidrat it-Trattat dwar il-Funzjonament tal-Unjoni
Ewropea,

Wara li kkunsidrat ir-Regolament (KE) Nru 1907/2006 tat-
18 ta’ Dicembru 2006 tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill
dwar ir-registrazzjoni, il-valutazzjoni, l-awtorizzazzjoni u 1-
restrizzjoni ta’ sustanzi kimic¢i (REACH), li jistabbilixxi Agenzija
Ewropea ghas-Sustanzi Kimic¢i, 1i jemenda d-Direttiva
1999/45/KE u li jhassar ir-Regolament tal-Kunsill (KEE) Nru
793/93 u r-Regolament tal-Kummissjoni (KE) Nru 1488/94 kif
ukoll id-Direttiva tal-Kunsill 76/769/KEE u d-Direttivi tal-
Kummissjoni ~ 91/155/KEE,  93/67/KEE,  93/105/KE u
2000/21/KE ('), u b'mod partikolari I-Artikolu 13(3) tieghu,

Billi:

(1)  Fir-Regolament tal-Kummissjoni (KE) Nru 440/2008 (%)
jinsabu l-metodi ta’ ttestjar li jintuzaw biex jigu ddeter-
minati l-proprjetajiet fizikokimici, it-tossicita u l-ekotossi-
¢ita ta’ sustanzi li ghandhom jigu applikati ghall-finijiet
tar-Regolament (KE) Nru 1907/2006.

(2)  Hemm il-htiega li r-Regolament (KE) Nru 440/2008 jigi
aggornat biex jinkludi zewg metodi godda ta’ ttestjar in
vitro ghall-irritazzjoni tal-ghajnejn, li gew adottati dan I-
ahhar mill-OECD, biex jitnaqqas l-ghadd ta’ annimali li

jintuzaw ghal ghanijiet sperimentali, skont id-Direttiva
tal-Kunsill Nru 86/609/KEE tal-24 ta’ Novembru 1986
dwar l-approssimazzjoni tal-ligijiet, regolamenti u dispo-
zizzjonijiet amministrattivi tal-Istati Membri dwar il-
protezzjoni tal-annimali uzati ghal ghanijiet sperimentali
u ghanijiet ohra xjentifici (*). Il-partijiet interessati gew
ikkonsultati dwar dan l-abbozz.

(3)  Ir-Regolament (KE) Nru 440/2008 ghandu ghalhekk jigi
emendat skont dan.

(4)  I-mizuri previsti fdan ir-Regolament huma skont l-opin-
joni tal-Kumitat stabbilit skont 1-Artikolu 133 tar-Rego-
lament (KE) Nru 19072006,

ADOTTAT DAN IR-REGOLAMENT:

Artikolu 1

Fil-Parti B tal-Anness ghar-Regolament (KE) Nru 440/2008, il-
Kapitoli B.47 u B.48 qed jizdiedu kif stabbilit fl-Anness ghal dan
ir-Regolament.

Artikolu 2

Dan ir-Regolament ghandu jidhol fis-sehh fit-tielet jum wara
dak tal-pubblikazzjoni tieghu fIl-Gurnal Uffigali tal-Unjoni
Ewropea.

Dan ir-Regolament ghandu jorbot fl-intier tieghu u japplika direttament fl-Istati Membri kollha.

Maghmul fi Brussell, it-8 ta” Dicembru 2010.

L 396, 30.12.2006, p. 1.

( GU
() GU L 142, 31.5.2008, p. 1.

Ghall-Kummissjoni
1I-President
José Manuel BARROSO

() GU L 358, 18.12.1986, p. 1.
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“B. 47 IL-METODU TA’ TTESTJAR TAL-OPACITA U TAL-PERMEABILITA TAL-KORNEA TAL-BOVINI

GHALL-IDENTIFIKAZZJONI TA’ SUSTANZI KORRUZIVI U IRRITANTI SEVERI GHALL-GHAJNEJN
DAHLA

. II-metodu ta’ ttestjar tal-Opacita u tal-Permeabilita tal-Kornea tal-Bovini (BCOP) huwa metodu ta’ ttestjar in vitro li

jista’ jintuza, fcerti cirkustanzi u blimitazzjonijiet specifici, sabiex sustanzi u tahlitiet jigu kklassifikati bhala ‘sustanzi
korruzivi u irritanti severi ghall-ghajnejn’ (1) (2) (3). Ghall-fini ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar, irritanti severi huma
ddefiniti bhala dawk li jikkawzaw lezjonijiet fl-ghajnejn li jippersistu fil-fenek ghal tal-anqas 21 jum wara l-amminis-
trazzjoni. Filwaqt li ma jitqiesx validu bhala sostituzzjoni kompluta ghat-test in vivo li jsir fuq ghajnejn il-fniek, il-
BCOP huwa rrakkomandat biex jintuza bhala strategija ta’ ttestjar imtarrag ghall-klassifikazzjoni u t-tikkettar rego-
latorji fi hdan dominju specifiku ta” applikabilita (4) (5). Is-sustanzi tat-test u t-tahlitiet (6) jistghu jigu kklassifikati
bhala sustanzi korruzivi jew irritanti severi ghall-ghajnejn minghajr ma jsir aktar ittestjar fuq il-fniek. Sustanza li
taghti rizultat negattiv tkun tehtieg li tigi ttestjata fuq il-fniek permezz ta’ strategija ta’ ttestjar sekwenzjali, kif deskritt
fil-Linja Gwida ghall-Ittestjar tal-OECD 405 (7) (il-kapitolu B.5 ta’ dan l-Anness).

L-ghan ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar huwa li jiddeskrivi l-proceduri uzati ghall-evalwazzjoni tal-potenzjal li sustanza
tat-test tikkawza korruzivita jew irritazzjoni severa kif imkejla mill-hila tas-sustanza li tikkawza opacita jew zieda fil-
permeabilita fkornea bovina izolata. L-effetti tossi¢i ghall-kornea jitkejlu skont: (i) it-trazmissjoni mnaqqsa tad-dawl
(opacita), u (ii) iz-zieda fil-passagg taz-zebgha fluworexxina tas-sodju (permeabilitd). 1l-valutazzjonijiet tal-opacita u 1-
permeabilita tal-kornea wara esponiment ghas-sustanza tat-test jigu kkombinati ghad-derivazzjoni ta’ Puntegg tal-
Irritanza In Vitro (IVIS), li jintuza biex jigi kklassifikat il-livell ta” kemm tikkawza irritazzjoni s-sustanza tat-test.

. L-irritanti ghall-ghajnejn 1i jikkawzaw lezjonijiet li jitilqu fanqas minn 21 jum u sustanzi li mhumiex irritanti gew

ittestjati wkoll bl-uzu tal-metodu ta’ ttestjar BCOP. Madankollu, l-akkuratezza u l-kredibilita tal-metodu ta’ ttestjar
BCOP ghas-sustanzi fdawn il-kategoriji ma gewx evalwati b'mod formali.

. Id-definizzjonijiet huma pprovduti fl-Appendici 1.

KUNSIDERAZZJONIJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa bbazat fuq il-protokoll tal-metodu ta’ ttestjar BCOP tal-Kumitat ta’ Koordinazzjoni

Interagenzjali dwar il-Validazzjoni ta’ Metodi Alternattivi (ICCVAM) (8), li gie zviluppat wara studju ta’ validazzjoni
internazzjonali (4)(5)(9), b’kontribuzzjonijiet mi¢-Centru Ewropew ghall-Validazzjoni ta’ Metodi Alternattivi (ECVAM)
u ¢-Centru Gappuniz ghall-Validazzjoni ta’ Metodi Alternattivi (JaCVAM). Il-protokoll huwa bbazat fuq taghrif miksub
mill-Istitut ghax-Xjenzi In Vitro (IIVS) u 1-Protokoll 124 INVITTOX (10), li jirrapprezentaw il-protokoll uzat ghall-
istudju tal-prevalidazzjoni tal-assagg BCOP, li twettaq bejn 1-1997 u 1-1998 u li kien sponsorjat mill-Komunita
Ewropea. Iz-zewg protokolli huma bbazati fuq il-metodologija ta’ assagg BCOP li giet irrappurtata ghall-ewwel
darba minn Gautheron et al (11).

. I-limitazzjonijiet identifikati ghal dan il-metodu ta’ ttestjar huma bbazati fuq ir-rati gholjin ta’ pozittivi foloz ghall-

alkohols u I-ketoni u r-rata gholja ta’ negattivi foloz ghas-solidi osservata fil-bazi tad-dejta tal-validazzjoni (ara I-
paragrafu 44) (5). Meta s-sustanzi ta’ dawn il-klassijiet kimici u fizici jigu eskluzi mill-bazi tad-dejta, l-akkuratezza tal-
BCOP skont is-sistemi ta’ klassifikazzjoni tal-UE, I-EPA u I-GHS titjieb b'mod sostanzjali (5). Abbazi tal-ghan ta’ dan 1-
assagg (i.e., li jidentifika biss is-sustanzi korruzivifirritanti severi ghall-ghajnejn), rati ta’ negattivi foloz mhumiex kritici
minhabba li tali sustanzi sussegwentement jigu ttestjati fuq il-fniek jew b'testijiet ohra in vitro vvalidati b'mod xierag,
skont ir-rekwiziti regolatorji, bl-uzu ta’ strategija ta’ ttestjar sekwenzjali b'approc¢ ibbazat fuq l-importanza tal-
evidenza. Barra minn hekk, il-bazi tad-dejta tal-validazzjoni attwali ma tippermettix evalwazzjoni xierqa ta’ whud
mill-klassijiet kimici jew tal-prodotti (ez., it-tahlitiet). Madankollu, l-investigaturi jistghu jqisu li juzaw dan il-metodu
ta’ ttestjar ghat-tipi kollha ta’ materjali tat-test (inkluzi t-tahlitiet), fejn rizultat pozittiv ikun jista’ jigi accettat bhala
indikattiv ta’ reazzjoni ghal sustanza korruziva jew irritant sever ghall-ghajnejn. Madankollu, rizultati pozittivi
miksuba bl-alkohols jew il-ketoni ghandhom jigu interpretati b'certu kawtela minhabba r-riskju ta’ tbassir Zejjed.

Il-proceduri kollha li jinvolvu ghajnejn bovini u kornej bovini ghandhom isegwu r-regolamenti u l-proceduri appli-
kabbli tal-istallazzjoni tal-ittestjar £dak li ghandu x’jagsam mal-manipulazzjoni ta’ materjali dderivati mill-annimali, li
jinkludu, izda li mhumiex limitati ghal, tessuti u fluwidi tat-tessuti. Il-prekawzjonijiet universali tal-laboratorji huma
rrakkomandati (12).

Limitazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar hija dik li, ghalkemm il-metodu jqis uhud mill-effetti fuq I-ghajnejn evalwati fil-
metodu ta’ ttestjar tal-irritanza fghajnejn il-fenek u sa certu punt is-severita taghhom, il-metodu ma jgisx feriti fil-
konguntiva u fil-habba tal-ghajnejn. Barra dan, ghalkemm ir-riversibilita tal-feriti fil-kornea ma tistax tigi evalwata per
se fl-assagg BCOP, gie propost, abbazi ta’ studji fuq ghajnejn il-fniek, li valutazzjoni tal-fond inizjali tal-ferita fil-
kornea tista’ tintuza biex issir distinzjoni bejn effetti riversibbli u dawk irriversibbli (13). Fl-ahhar nett, il-BCOP ma
jippermettix valutazzjoni tal-potenzjal ghal tossicita sistemika asso¢jata ma’ esponiment tal-ghajnejn.
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. Qed isiru sforzi kontinwi sabiex jigu kkaratterizzati aktar il-limitazzjonijiet tal-assagg BCOP kif ukoll kemm huwa utli

ghall-identifikazzjoni ta’ irritanti mhux severi u sustanzi li mhumex irritanti (ara wkoll il-paragrafu 45). L-utenti qed
jigu inkoragguti wkoll jipprovdu lill-organizzazzjonijiet tal-validazzjoni b’kampjuni ufjew dejta ghal evalwazzjoni
formali ta’ uzi futuri possibbli tal-metodu ta’ ttestjar BCOP, inkluzi dawk ghall-identifikazzjoni ta’ irritanti mhux
severi u sustanzi li mhumex irritanti.

Ghal kwalunkwe laboratorju li inizjalment ikun qed jistabbilixxi dan l-assagg, ghandhom jintuzaw is-sustanzi kimici
ta’ proficjenza pprovduti fl-Appendici 2. Laboratorju jista’ juza dawn is-sustanzi kimici biex juri l-kompetenza teknika
tieghu fit-twettiq tal-metodu ta’ ttestjar BCOP qabel ma jissottometti dejta tal-assagg BCOP ghall-finijiet tal-klassifi-
kazzjoni regolatorja tal-perikli.

PRINCIPJU TAT-TEST

II-metodu ta’ ttestjar BCOP huwa mudell organotipiku li jipprovdi manutenzjoni fuq perjodu ta’ Zmien qasir tal-
funzjoni fizjologika u bijokimika normali tal-kornea tal-bovini in vitro. Fdan il-metodu ta’ ttestjar, il-hsara mis-
sustanza tat-test tigi vvalutata minn kejl kwantitattiv ta’ bidliet fl-opacita u l-permeabilita tal-kornea permezz ta’
opacitometru u spettrofotometru ta’ dawl vizibbli, rispettivament. Iz-zewg tipi ta’ kejl jintuzaw biex jigi kkalkulat
IVIS, i jintuza biex tigi assenjata kategorija ta’ klassifikazzjoni ta’ periklu ta’ irritazzjoni in vitro ghat-tbassir tal-
potenzjal tas-sustanza tat-test li tikkawza irritazzjoni fl-ghajnejn in vivo (ara l-kriterji tad-Decizjoni).

[l-metodu ta’ ttestjar BCOP juza kornej izolati mill-ghajnejn ta’ bhejjem li jkunu ghadhom kemm inqatlu. L-opacita
tal-kornea titkejjel b'mod kwantitattiv bhala l-ammont ta’ trazmissjoni ta’ dawl minn gol-kornea. Il-permeabilita
titkejjel b'mod kwantitattiv bhala l-ammont ta’ zebgha fluworexxina tas-sodju li jghaddi min-naha ghall-ohra tal-
hxuna kollha tal-kornea, kif individwat fil-midjum fil-kavita posterjuri. Is-sustanzi tat-test, li jigu introdotti fil-kavita
anterjuri tal-apparat fejn titqieghed il-kornea, jigu applikati fis-superficje tal-epitelju tal-kornea. L-Appendici 3
tipprovdi deskrizzjoni u dijagramma tal-apparat fejn titqieghed il-kornea uzat fil-BCOP. L-apparat fejn titgieghed
il-kornea jista’ jinxtara minn sorsi differenti jew jista’ jinbena.

Is-Sors u 1-Eta tal-Ghajnejn Bovini u 1-Ghazla tal-Ispecijiet tal-Annimali

Bhejjem mibghuta 1-bicceriji tipikament jingatlu jew ghall-konsum mill-bniedem inkella ghal uzi kummerdjali ohra.
Bhala sors ta’ kornej ghall-uzu fil-BCOP jintuzaw biss l-annimali b’sahhithom i jitgiesu xierga biex jidhlu fil-katina
tal-ikel tal-bniedem. Minhabba li 1-bhejjem ghandhom skala wiesgha ta’ pizijiet, skont ir-razza, l-etd u s-sess,
mhemmx piz irrakkomandat ghall-annimal meta jigi biex jinqatel.

Meta jintuzaw ghajnejn minn annimali ta’ eta differenti jistghu jirrizultaw varjazzjonijiet fid-dimensjonijiet tal-kornej.
Kornej b'dijametru orizzontali > 30,5 mm u valuri tal-hxuna centrali tal-kornea (CCT) >1 100 pm generalment
jinkisbu minn bhejjem li jkollhom aktar minn tmien snin, filwaqt li dawk b'dijametru orizzontali < 28,5 mm u
CCT <900 pm generalment jinkisbu minn bhejjem li jkollhom anqas minn hames snin (14). Minhabba fhekk,
ghajnejn minn bhejjem li jkollhom aktar minn 60 xahar tipikament ma jintuzawx. Ghajnejn minn bhejjem li
jkollhom angas minn 12-il xahar tradizzjonalment ma ntuzawx ghaliex l-ghajnejn ikunu ghadhom geghdin jizvi-
luppaw u l-hxuna tal-kornea u d-dijametru tal-kornea jkunu izghar b'mod konsiderevoli minn dawk irrapportati
ghall-ghajnejn mill-bhejjem adulti. Madankollu, l-uzu ta’ kornej minn annimali zghar (i.e., ta’ etd minn 6 xhur sa 12-il
xahar) huwa permess minhabba li hemm xi vantaggi, bhal perezempju disponibilita akbar, skala dejqa ta’ etajiet, u
inqas perikli marbuta ma’ esponiment potenzjali tal-haddiema ghall-Encefalopatija Spongiforma Bovina (15).
Minhabba li aktar evalwazzjoni tal-effett tad-dags jew il-hxuna tal-kornea fuq is-sensibilita ghal sustanzi korruzivi
u irritanti tkun utli, l-utenti huma inkoragguti jirrapportaw stima tal-eta ufjew il-piz tal-annimali li jipprovdu I-kornej
uzati fi studju.

Gbir u Trasport tal-Ghajnejn lejn il-Laboratorju

L-ghajnejn jingabru mill-impjegati tal-biccerija. Sabiex kemm jista’ jkun titnaqqas kull tip ta’ hsara fl-ghajnejn, kemm
dik mekkanika kif ukoll tipi ohra ta’ hsara, I-ghajn ghandha titnehha mill-hofra taghha mill-aktar fis possibbli wara 1-
mewt. Sabiex jigi evitat l-esponiment tal-ghajnejn ghal sustanzi potenzjalment irritanti, l-impjegati tal-bicceriji ma
ghandhomx juzaw detergenti meta jlahilhu ras l-annimal.

L-ghajnejn ghandhom jinghaddsu kompletament fsoluzzjoni tal-melh ekwilibrata ta” Hanks, (Hanks' Balanced Salt
Solution, HBSS) frecipjent ta’ daqs adattat, u ttrasportati lejn il-laboratorju b'mod li kemm jista’ jkun inaqqas id-
deterjorament u/jew il-kontaminazzjoni mill-batterji. Minhabba li l-ghajnejn jingabru waqt il-process tal-qatla, dawn
jistghu jigu esposti ghad-demm u ghal sustanzi bijologici ohra, inkluzi batterji u mikroorganizmi ohra. Ghalhekk
huwa importanti li jigi zgurat li r-riskju ta’ kontaminazzjoni jitnagqas kemm jista’ jkun (ez. billi r-recipjent li jkun fih
l-ghajnejn jinzamm fuq silg imxarrab, billi jizdiedu antibjotici fl-HBSS 1i tintuza ghall-hzin tal-ghajnejn waqt it-
trasport [ez. 100 IU/mL ta’ penicillina u 100 mg/mL ta’ streptomicina]).

’

L-intervall tal-hin li jghaddi minn meta jingabru l-ghajnejn u l-kornej jintuzaw fil-BCOP ghandu jitnaggas kemm jista
jkun (tipikament ghandhom jingabru u jintuzaw fl-istess gurnata) u ghandu jintwera li dan ma jikkompromettix ir-
rizultati tal-assagg. Dawn ir-rizultati huma bbazati fuq il-kriterji tal-ghazla ghall-ghajnejn, kif ukoll ir-reazzjonijiet tal-
kontrolli pozittivi u negattivi. L-ghajnejn kollha uzati fl-assagg ghandhom ikunu mill-istess grupp ta’ ghajnejn
migbura fgurnata specifika.
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Kriterji tal-Ghazla ghall-Ghajnejn Uzati fl-BCOP

Malli jaslu fil-laboratorju I-ghajnejn jigu ezaminati bir-reqqa ghad-difetti inkluzi zieda fl-opacita, grif u neovaskula-
rizzazzjoni. Ghandhom jintuzaw biss il-kornej minn ghajnejn li ma jkollhom l-ebda difett ta’ dan it-tip.

Il-kwalita ta’ kull kornea tigi evalwata wkoll fi stadji li jokkorru aktar ’il quddiem fl-assagg. Kornej li jkollhom opacita
akbar minn seba’ unitajiet ta’ opacitda (NOTA: l-opacitometru ghandu jkun ikkalibrat mal-istandards ta’ opacita li
jintuzaw biex jigu stabbiliti l-unitajiet ta’ opacita, ara I-Appendici 3) wara perjodu inizjali ta’ ekwilibrazzjoni ta’ siegha
ghandhom jintremew.

Kull grupp ta’ trattament (sustanza tat-test, kontrolli negattivi u pozittivi konkorrenti) jikkonsisti minn minimu ta’
tliet ghajnejn. Fl-assagg BCOP ghandhom jintuzaw tliet kornej ghall-kontroll negattiv. Minhabba li 1-kornej kollha
jinqatghu barra mill-globu shih, u jitqieghdu fil-kavitajiet tal-kornej, il-manipulazzjoni taghhom tista’ tirrizulta farte-
fatti fil-valuri tal-opacita u l-permeabilita tal-kornej individwali (inkluz il-kontroll negattiv). Barra minn hekk, il-valuri
tal-opacita u I-permeabilita mill-kornej tal-kontroll negattiv jintuzaw biex jikkoregu l-valuri tal-opacita u I-permea-
bilita tal-kornej tal-oggett tat-test u l-kornej tal-kontroll pozittiv fil-kalkoli tal-IVIS.

PROCEDURA
Preparazzjoni tal-Ghajnejn

Kornej li ma jkollhom l-ebda difett jigu ddissektjati b'tali mod li jibqa’ minn 2 sa 3 ¢m ta’ xifer tal-isklerotika sabiex
jghin il-manipulazzjoni sussegwenti, u dan isir b'attenzjoni sabiex tigi evitata kwalunkwe hsara fl-epitelju u l-endo-
telju. Kornej izolati jitqieghdu fapparat fejn titgieghed il-kornea ddisinjat spe¢jalment ghal dan il-ghan li jikkonsisti
fkavitajiet anterjuri u posterjuri, li jkunu fkuntatt mal-genb epiteljali u 1-genb endoteljali tal-kornea, rispettivament.
Iz-zewg kavitajiet jimtlew sax-xifer bil-midjum essenzjali minimu ta’ Eagle (Eagle’s Minimum Essential Medium,
EMEM) (l-ewwel il-kavita posterjuri), filwaqt li jigi Zgurat li ma jifformawx bziezaq. L-apparat imbaghad jigi kkalibrat
ghal tal-anqas siegha ftemperatura ta’ 32 + 1°C sabiex il-kornej jekwilibraw mal-midjum u jiksbu kemm jista’ jkun
possibbli attivita metabolika normali (it-temperatura approssimattiva tas-superfi¢je tal-kornea in vivo hija 32 °C).

Wara l-perjodu ta’ ekwilibrazzjoni, EMEM frisk u msahhan minn qabel jizdied fiz-zewg kavitajiet u jittieched l-ewwel
qari tal-valuri tal-opacita ghal kull kornea. Kwalunkwe kornea li jkollha hsara makroskopika fit-tessut taghha (ez., grif,
pigmentazzjoni, neovaskularizzazzjoni) jew opacita > 7 unitajiet ta’ opacita tintrema. L-opacita medja tal-kornej
kollha ekwilibrati tigi kkalkulata. Minimu ta’ tliet kornej b'valuri ta’ opacita qrib il-valur medjan ghall-kornej kollha
jintghazlu bhala kornej ghall-kontroll negattiv (jew solvent). Il-kornej li jibqa’ jigu ddistribwiti fi grupp ta’ trattament
u ta’ kontroll pozittiv.

Minhabba li l-kapacita tas-shana tal-ilma hija oghla minn dik tal-arja, l-ilma jipprovdi kundizzjonijiet ta’ temperatura
aktar stabbli ghall-inkubazzjoni. Ghalhekk, huwa rrakkomandat l-uzu ta’ banju tal-ilma sabiex l-apparat fejn titqie-
ghed il-kornea u l-kontenut tieghu jinzammu ftemperatura ta’ 32 + 1°C. Madankollu, jistghu jintuzaw ukoll inku-
baturi tal-arja, filwaqt li jittichdu prekawzjonijiet sabiex tinzamm l-istabilita tat-temperatura (ez., billi l-apparat u 1-
midja jissahhnu minn gabel).

Applikazzjoni tas-Sustanza tat-Test

Jintuzaw Zewg protokolli ta’ trattament, wiched ghal-likwidi u l-agenti tensjoattivi (solidi jew likwidi), u iehor ghal
solidi li mhumiex agenti tensjoattivi.

I-likwidi jigu ttestjati meta ma jkunux iddilwiti, filwaqt li l-agenti tensjoattivi jigu ttestjati fkoncentrazzjoni ta’ 10 %
w/v fsoluzzjoni tal-klorur tas-sodju ta’ 0,9 %, ilma distillat, jew solvent ichor li jkun intwera i ma ghandu l-ebda
effetti avversi fuq is-sistema tat-test. Semisolidi, kremi u x-xema’ kollha tipikament jigu ttestjati bhala likwidi.
Ghandha tigi pprovduta gustifikazzjoni xierqa ghal koncentrazzjonijiet ta’ dilwizzjoni alternattivi. Il-kornej jigu
esposti ghal-likwidi u l-agenti tensjoattivi ghal 10 minuti. L-uzu ta’ hinijiet ohra ta’ esponiment ghandu jkun abbazi
ta’ raguni xjentifika xierqa.

Solidi li mhumiex agenti tensjoattivi tipikament jigu ttestjati bhala soluzzjonijiet jew suspensjonijiet fkoncentrazzjoni
ta’ 20 % f'soluzzjoni tal-klorur tas-sodju ta’ 0,9 %, ilma distillat, jew solvent ichor li jkun intwera li ma ghandu l-ebda
effetti avversi fuq is-sistema tat-test. F'certi ¢irkostanzi u b'gustifikazzjoni xjentifika xierqa, is-solidi jistghu jigu ttestjati
puri b'applikazzjoni diretta fuq is-superfi¢je tal-kornea permezz tal-metodu tal-kavita miftuha (ara I-paragrafu 29). II-
kornej jigu esposti ghas-solidi ghal erba’ sighat, izda bhal ma jsir ghal-likwidi u l-agenti tensjoattivi, jistghu jintuzaw
hinijiet ta’ esponiment alternattivi abbazi ta’ raguni xjentifika xierqa.

Jistghu jintuzaw metodi ta’ trattament differenti, skont in-natura fizika u l-karatteristici kimici (ez. solidi, likwidi,
likwidi viskuzi jew mhux viskuzi) tas-sustanza tat-test. [l-fattur kritiku huwa i jigi Zgurat li s-sustanza tat-test tkopri
b'mod xieraq is-superfi¢je tal-epitelju u li titnehha b'mod xieraq waqt l-istadji tat-tlahlih. Metodu tal-kavita maghluga
tipikament jintuza ghal sustanzi tat-test li jvarjaw minn likwidi mhux viskuzi ghal likwidi viskuzi ftit, filwaqt li
metodu tal-kavitd miftuha tipikament jintuza ghal sustanzi tat-test li jvarjaw minn likwidi semiviskuzi ghal likwidi
viskuzi u ghal solidi puri.
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Fil-metodu tal-kavita maghluga, ammont tas-sustanza tat-test (750 pL) li jkun bizzejjed biex ikopri l-kavita anterjuri
jigi introdott minn got-toqob tal-iddozar fuq is-superfi¢je ta’ fuq tal-kavita, u t-toqob sussegwentement jigu ssigillati
bit-tappieri tal-kavita waqt l-esponiment. Huwa importanti li jigi zgurat li kull kornea tigi esposta ghas-sustanza tat-
test ghall-intervall tal-hin xieraq.

Fil-metodu tal-kavita miftuha, i¢-cirku li jsakkar it-tieqa u t-tieqa tal-hgieg jitnehhew mill-kavita anterjuri qabel ma
jibda t-trattament. Il-kontroll jew is-sustanza tat-test (750 pL, jew bizzejjed sustanza tat-test biex tkopri I-kornea
kompletament) jigiftigi applikat(a) direttament fuq is-superfi¢je tal-epitelju tal-kornea permezz ta’ mikropipetta. Jekk
sustanza tat-test ma tkunx tista’ tigi ppipettata facilment, is-sustanza tat-test tista’ tingibed permezz tal-pressjoni
fpipetta bi spostament pozittiv sabiex jigi ffacilitat 1-iddozar. ll-ponta tal-pipetta bi spostament pozittiv, tiddahhal fil-
ponta tad-distribuzzjoni tas-siringa sabiex il-materjal ikun jista’ jingibed fil-ponta tal-pipetta taht pressjoni. Imbaghad
jehtieg 1i I-pistun tal-pipetta jingibed il fuq fl-istess waqt li l-pistun tas-siringa jinghafas 1 isfel. Jekk fil-ponta tal-
pipetta jiffurmaw xi bziezaq tal-arja, is-sustanza tat-test ghandha titnehha (tinhareg 'il barra) u I-process jigi ripetut sa
mal-ponta timtela minghajr ma jkun hemm bziezaq tal-arja. Jekk ikun mehtieg, tista’ tintuza siringa normali
(minghajr labra) minhabba li din tippermetti 1-kejl ta’ volum akkurat tas-sustanza tat-test u applikazzjoni ehfef fuq
is-superficje tal-epitelju tal-kornea. Wara l-iddozar, it-tieqa tal-hgieg terga’ titqieghed fuq il-kavita anterjuri biex terga’
tinholoq sistema maghluga.

Inkubazzjoni wara l-esponiment

. Wara l-perjodu ta’ esponiment, is-sustanza tat-test, is-sustanza tal-kontroll negattiv, jew tal-kontroll pozittiv titnehha

mill-kavita anterjuri u l-epitelju jinhasel tal-anqas tliet darbiet (jew sakemm ma tkun tista’ tigi osservata l-ebda
evidenza viziva tas-sustanza tat-test) bl-EMEM (li jkun fih il-fenol ahmar). Midjum li jkun fih il-fenol ahmar jintuza
ghat-tlahlih minhabba li bidla fil-kulur tal-fenol ahmar tista’ tigi mmonitorjata sabiex tigi ddeterminata l-effikacja tat-
tlahlih ta’ materjali aciduzi jew alkalini. Il-kornej jinhaslu aktar minn tliet darbiet jekk il-fenol ahmar jibga’ jibdel il-
kulur (isfar jew vjola), jew is-sustanza tat-test tkun ghadha vizibbli. Ladarba l-midjum ma jibqaghlux sustanza tat-test,
il-kornej jitlahalhu ghall-ahhar darba bl-EMEM (minghar fenol ahmar). L-EMEM (minghajr fenol ahmar) jintuza ghall-
ahhar tlahliha sabiex jigi zgurat li I-fenol ahmar jitnehha kompletament mill-kavita anterjuri qabel ma titkejjel 1-
opacita. Il-kavita anterjuri mbaghad terga’ timtela b’EMEM frisk minghajr fenol ahmar.

Ghal-likwidi jew l-agenti tensjoattivi, wara t-tlahlih, il-kornej jigu inkubati ghal saghtejn ohra ftemperatura ta’
32 £1°C. Feerti cirkostanzi hin itwal ta’ inkubazzjoni wara l-esponiment jista’ jkun utli. Dan ghandu jitqies
skont il-kaz. Kornej trattati b’solidi jitlahalhu kompletament fi tmiem il-perjodu ta’ esponiment li jdum erba’ sighat,
izda ma jehtigux aktar inkubazzjoni.

Fi tmiem il-perjodu ta’ inkubazzjoni wara l-esponiment ghal-likwidi u l-agenti tensjoattivi u fi tmiem il-perjodu ta’
esponiment ta’ erba’ sighat ghas-solidi li mhumiex agenti tensjoattivi, jigu rregistrati l-opacita u lI-permeabilita ta’ kull
kornea. Barra minn hekk, kull kornea tigi osservata b'mod viziv u l-osservazzjonijiet pertinenti jigu rregistrati (ez.
tqaxxir tat-tessuti, sustanza tat-test residwa, opacita mhux uniformi). Dawn l-osservazzjonijiet jistghu jkunu impor-
tanti ghax jistghu jigu riflessi minn varjazzjonijiet fil-qari tal-valuri tal-opacitometru.

Sustanzi ta’ Kontroll

Kontrolli negattivi jew tas-solvent/tal-midjum u kontrolli pozittivi jigu inkluzi b'mod konkorrenti fkull esperiment.

Meta sustanza likwida tigi ttestjata £100 %, kontroll negattiv (ez., soluzzjoni tal-klorur tas-sodju ta’ 0,9 % jew ilma
distillat) jigi inkluz fil-metodu ta’ ttestjar BCOP sabiex bidliet mhux specifici fis-sistema tat-test ikunu jistghu jigu
individwati u sabiex tigi pprovduta linja ta’ bazi ghall-punti tat-tmiem tal-assagg. Dan jizgura wkoll li I-kundizzjonijiet
tal-assagg ma jirrizultawx b'mod li mhux xieraq freazzjoni irritanti.

Meta jigi ttestjat likwidu dilwit, agent tensjoattiv jew solidu fil-metodu ta’ ttestjar BCOP, b'mod konkorrenti, jigi
inkluz grupp ta’ kontroll tas-solvent/tal-midjum sabiex bidliet mhux specifici fis-sistema tat-test ikunu jistghu jigu
individwati u sabiex tigi pprovduta linja ta’ bazi ghall-punti tat-tmiem tal-assagg. Jista’ jintuza biss solvent/midjum li
jkun intwera li ma ghandu l-ebda effett avvers fuq is-sistema tat-test.

Fkull esperiment jigi inkluz irritant ghall-ghajnejn maghruf sabiex jigi vverifikat li tkun giet ikkawzata reazzjoni
xierqa. Minhabba li l-assagg BCOP qed jintuza fdan it-test biex jidentifika sustanzi korruzivi jew irritanti severi,
idealment il-kontroll pozittiv ghandu jkun sustanza ta’ referenza li tipprovoka reazzjoni severa fdan il-metodu ta’
ttestjar. Madankollu, sabiex jigi zgurat li l-varjabilita fir-reazzjoni tal-kontroll pozittiv tista’ tigi vvalutata, id-dags tar-
reazzjoni irritanti ma ghandux ikun eccessiv.

Id-dimetilformammid jew l-idrossidu tas-sodju 1 % huma ezempji ta’ kontrolli pozittivi ghal sustanzi tat-test likwidi.
Ezempju ta’ kontroll pozittiv ghal sustanzi tat-test solidi huwa l-imidazol 20 % (piz mqabbel mal-volum) fsoluzzjoni
tal-klorur tas-sodju 0,9 %.
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Sustanzi ta’ riferiment huma utli ghall-evalwazzjoni tal-potenzjal li kimi¢i mhux maghrufa ta’ klassi specifika ta’
kimici jew prodotti jikkawzaw irritazzjoni ghall-ghajnejn, jew ghall-evalwazzjoni tal-potenzjal relattiv li sustanza
irritanti ghall-ghajnejn tikkawza irritazzjoni fi hdan skala specifika ta’ reazzjonijiet ta’ sustanzi irritanti.

Punti tat-Tmiem Imkejla

L-opacita tigi ddeterminata mill-ammont ta’ trazmissjoni ta’ dawl minn gol-kornea. L-opacita tal-kornea titkejjel
b'mod kwantitattiv permezz ta’ opacitometru, li jaghti valuri ta’ opacita fuq skala kontinwa.

[l-permeabilita tigi ddeterminata mill-ammont taz-zebgha fluworexxina tas-sodju li tippenetra s-saffi kollha tac-celluli
tal-kornea (i.e., l-epitelju fuq is-superfi¢je esterna tal-kornea ghal gol-endotelju fuq is-superfcije interna tal-kornea). 1
mL ta’ soluzzjoni ta’ fluworexxina tas-sodju (4 jew 5 mg/mL meta jigu ttestjati likwidi jew agenti tensjoattivi jew
solidi li mhumiex agenti tensjoattivi, rispettivament) jizdied fil-kavita anterjuri tal-apparat fejn titqieghed il-kornea, li
tkun fkuntatt mal-genb epiteljali tal-kornea, filwaqt li I-kavita posterjuri, i tkun fkuntatt mal-genb endoteljali tal-
kornea, timtela b’EMEM frisk. L-apparat imbaghad jigi inkubat fpozizzjoni orizzontali ghal 90 + 5 minuta ftempe-
ratura ta’ 32 + 1 °C. L-ammont ta’ fluworexxina tas-sodju li jghaddi ghal gol-kavita posterjuri jitkejjel b'mod kwanti-
tattiv permezz ta’ spettrofotometru UV|VIS. Kejl spettrofotometriku evalwat £490 nm jigi rregistrat bhala densita
ottika (ODy49g) jew valuri ta’ assorbanza li jitkejlu fuq skala kontinwa. Il-valuri ta’ permeabilita tal-fluworexxina jigu
ddeterminati bl-uzu ta’ valuri ta’ OD,q, abbazi ta’ spettrofotometru vizibbli li juza tragitt ottiku standard ta’ 1 ¢m

Alternattivament, jista’ jintuza qarrej tal-folja tal-mikrotitrazzjoni b’96 bir sakemm; (i) tkun tista’ tigi stabbilita l-iskala
ta’ valuri lineari tal-qarrej tal-folja ghad-determinazzjoni tal-valuri OD,9¢; u (ii), jintuza l-volum korrett ta” kampjuni
tal-fluworexxina fuq il-folja ta’ 96 bir sabiex jinkisbu valuri ta’ OD 4, ekwivalenti ghat-tragitt ottiku standard ta’ 1 ¢m
(dan jista’ jkun li jkun jehtieg bir mimli kompletament [generalment 360mL]).

DEJTA U RAPPURTAR
Evalwazzjoni tad-Dejta

Ladarba l-valuri (OD4g() tal-opacitd u l-permeabilita medja jkunu gew ikkoreguti ghall-opacita tal-isfond u l-valuri
0Dy tal-permeabilita tal-kontroll negattiv, il-valuri medji OD49 tal-opacitd u l-permeabilita ghal kull grupp ta’
trattament ghandhom jigu kkombinati fformula dderivata empirikament sabiex jigi kkalkulat puntegg tal-irritanza in
vitro (IVIS) ghal kull grupp ta’ trattament kif gej:

IVIS = valur medju tal-opacita + (15 x valur OD 49 medju tal-permeabilita)

Sina et al. (16) irrappurtaw li din il-formula giet idderivata matul studji interni u bejn laboratorju u ichor. Id-dejta
ggenerata ghal serje ta” 36 kompost fi studju fost bosta laboratorji giet soggetta ghal analizi b'varjabbli mutlipli sabiex
tigi ddeterminata l-ekwazzjoni tal-aqwa adattament bejn id-dejta in vivo u dik in vitro. Din l-analizi twettqet minn
xjenzati fzewg kumpaniji separati, li dderivaw ekwazzjonijiet kwazi identici.

Il-valuri tal-opacita u tal-permeabilita ghandhom jigu evalwati wkoll b'mod indipendenti sabiex jigi ddeterminat jekk
sustanza tat-test tkunx ipprovokat korruzivita jew irritazzjoni severa permezz ta’ wiehed biss miz-zewg punti tat-
tmiem (ara l-Kriterji tad-Decizjoni).

Kriterji tad-Decizjoni

Sustanza li tipprovoka IVIS > 55,1 tigi ddefinita bhala sustanza korruziva jew irritant sever. Skont il-paragrafu 1, jekk
is-sustanza tat-test ma tigix identifikata bhala korruziva ghall-ghajnejn jew irritant sever, ghandu jitwettaq aktar
ittestjar ghall-finijiet ta’ klassifikazzjoni u ttikkettar. Il-metodu ta’ ttestjar BCOP ghandu akkuratezza kumplessiva
ta’ 79 % (113/143) sa 81 % (119/147). rata pozittiva falza ta’ 19 % (20/103) sa 21 % (22/103), u rata negattiva falza
ta’ 16 % (7/43) sa 25 % (10/40), meta mqabbel mad-dejta, tal-metodu ta’ ttestjar in vivo li jsir fuq ghajnejn il-fniek,
ikklassifikata skont is-sistemi ta’ klassifikazzjoni tal-EPA (1), I-UE (2), jew il-GHS (3). Meta sustanzi fcerti klassijiet
sistemi ta’ klassifikazzjoni tal-UE, I-EPA u I-GHS tvarja minn 87 % (72/83) sa 92 % (78/85), ir-rati ta’ pozittivi foloz
ivarjaw minn 12 % (7/58) sa 16 % (9/56), u r-rati ta’ negattivi foloz ivarjaw minn 0 % (0/27) sa 12 % (3/26).

Anke jekk ghas-sustanza tat-test ma tinkiseb l-ebda klassifikazzjoni ta’ sustanza korruziva jew irritant sever ghall-
ghajnejn, id-dejta BCOP tista’ tkun utli, flimkien mad-dejta tat-test in vivo li jsir fuq ghajnejn il-fniek jew minn test in
vitro vvalidat kif xieraq, sabiex jigu evalwati aktar il-limitazzjonijiet tal-metodu ta’ ttestjar BCOP kif ukoll kemm dan
huwa utli ghall-identifikazzjoni ta’ irritanti li mhumiex severi u sustanzi li mhumex irritanti (qed jigi zviluppat
Dokument ta’ Gwida dwar l-uzu ta’ metodi ta’ ttestjar in vitro fuq l-ghajnejn).
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Kriterji ta’ Accettazzjoni ta’ Studju

Test jitqies accettabbli jekk il-kontroll pozittiv jaghti IVIS li jkun fi hdan Zewg devjazzjonijiet standard tal-medja
storika attwali, li tigi aggornata tal-anqas kull tliet xhur, jew kull darba li jitwettaq test accettabbli flaboratorji fejn it-
testijiet ma jitwettqux b'mod frekwenti (i.e., anqas minn darba fix-xahar). Ir-reazzjonijiet mill-kontroll negattiv jew tas-
solvent/tal-midjum ghandhom jirrizultaw fvaluri ta’ opacita u permeabilita li jkunu anqas mill-oghla limiti stabbiliti
ghall-valuri tal-opacita u l-permeabilita tal-isfond ghall-kornej bovini trattati bil-kontroll negattiv jew tas-solventtal-
midjum rispettiv.

Rapport tat-Test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi t-taghrif li gej, jekk ikun rilevanti ghat-twettiq tal-istudju:

Sustanzi tat-Test u tal-Kontroll

Isem/Ismijiet kimiku/kimi¢i perezempju Il-isem strutturali uzat mir-Registru tas-Servizz tat-Tagsiriet tas-Sustanzi
Kimici (CAS), u ismijiet ohra, jekk ikunu maghrufa;

In-Numru tar-Registru CAS (RN), jekk ikun maghruf;

I-purita u l-kompozizzjoni tas-sustanza jew it-tahlita (fpercentwal(i) skont il-piz), sakemm dan it-taghrif ikun

disponibblj;

Proprjetajiet fizikokimici bhall-istat fiziku, il-volatilita, il-pH, l-istabilita, il-klassi kimika, is-solubilita fl-ilma rilevanti
ghat-twettiq tal-istudju;

It-trattament tas-sustanzi tat-test/tal-kontroll qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (ez., it-tishin, it-thin);
L-istabilita, jekk tkun maghrufa.

Taghrif dwar I-Isponser u I-Istallazzjoni tat-Test

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-istallazzjoni tat-test u tad-direttur tal-istudju;
Identifikazzjoni tas-sors tal-ghajnejn (i.e., l-istallazzjoni minn fejn ingabru);

Il-kundizzjonijiet tat-trasport u l-hzin tal-ghajnejn (ez., id-data u l-hin meta ngabru I-ghajnejn, l-intervall tal-hin qabel
ma nbeda t-test, il-midja tat-trasport u l-kundizzjonijiet tat-temperatura, kwalunkwe antibijotiku li ntuza);

Jekk disponibbli, karatteristici specifici tal-annimali minn fejn ingabru l-ghajnejn (ez., eta, sess, piz tal-annimal
donatur).

Gustifikazzjoni tal-Metodu ta’ Ttestjar u tal-Protokoll Uzati
Integrita tal-Metodu ta’ Ttestjar

Il-procedura uzata sabiex tigi zgurata l-integrita (i.e., akkuratezza u affidabilita) tal-metodu ta’ ttestjar tul iz-zmien (ez.,
ittestjar perjodiku ta’ sustanzi ta’ profi¢jenza, uzu ta’ dejta storika ta” kontrolli negattivi u pozittivi).

Kriterji ghal Test Aicettabbli

Firxiet accettabbli ta’ kontrolli pozittivi u negattivi konkorrenti bbazati fuq dejta storika;
Jekk applikabbli, firxiet accettabbli ta’ punti ta’ riferiment ta” kontroll konkorrenti bbazati fuq dejta storika.

Kundizzjonijiet tat-Test

Deskrizzjoni tas-sistema tat-test uzata;
Tip ta’ apparat li ntuza ghat-tqeghid tal-kornea;

Taghrif dwar kalibrazzjoni ghal apparat uzat ghall-kejl tal-opacita u l-permeabilita (ez., opacitometru u spettrometru);



L 324/20

1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

9.12.2010

Taghrif dwar il-kornej bovini uzati, inkluzi dikjarazzjonijiet rigward il-kwalita taghhom;
Dettalji tal-procedura tat-test uzata;

Koncentrazzjoni(jiet) tas-sustanza tat-test uzata;

Deskrizzjoni ta’ kwalunkwe modifika tal-procedura tat-test;

Referenza ghad-dejta storika tal-mudell (ez., kontrolli negattivi u pozittivi, sustanzi ta’ profi¢jenza, sustanzi ta’
riferiment);

Deskrizzjoni tal-kriterji ta” evalwazzjoni uzati.

Rizultati

Tabulazzjoni ta’ dejta minn kampjuni individwali tat-test (ez., valuri ta’ opacita u ta’ OD49q u IVIS ikkalkulati ghas-
sustanza tat-test u I-kontrolli pozittivi, negattivi u ta’ riferiment [jekk inkluzi], irrappurtati fforma tabulari, inkluza
dejta minn esperimenti ripetuti ta’ replikazzjoni kif ikun xieraq, u medji * id-devjazzjoni standard ghal kull esperi-
ment);

Deskrizzjoni ta effetti ohra osservati.

Diskussjoni tar-Rizultati
Konkluzjoni
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Appendici 1

DEFINIZZJONIJIET

Akkuratezza: 1l-qrubija fil-livell ta” gbil bejn ir-rizultati tal-metodu ta’ ttestjar u l-valuri ta’ referenza accettati. Din hija
mizura tar-rendiment tal-metodu ta’ ttestjar u aspett wiched ta’ “rilevanza.” It-terminu spiss jintuza b'mod alternanti ma’
“konkordanza”, biex ifisser il-proporzjon ta’ rizultati pozittivi ta’ metodu ta’ ttestjar.
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Sustanza ta’ riferiment: Sustanza uzata bhala standard ghal paragun ma’ sustanza tat-test. Sustanza ta’ riferiment ghandu
jkollha I-proprjetajiet li gejjin; (i) sors(i) konsistenti u affidabbli; (ii) xebh strutturali u funzjonali mal-klassi ta’ sustanzi li
tkun qed tigi ttestjata; (iii) karatteristici fizici/kimici maghrufa; (iv) dejta ta’ appogg dwar effetti maghrufa, u (v) potenza
maghrufa fl-iskala tar-reazzjoni mixtieqa.

Kornea: [l-parti trasparenti tal-parti ta’ quddiem tal-bocca tal-ghajn li tkopri l-habba tal-ghajn u l-pupilla u thalli d-dawl
jghaddi ghal gol-parti interna tal-ghajn.

Opacita tal-kornea: Kejl tal-estensjoni tal-opacita tal-kornea wara esponiment ghal sustanza tat-test. Zieda fl-opacita tal-
kornea hija indikattiva ta’ hsara fil-kornea. L-opacita tista’ tigi evalwata b'mod suggettiv kif isir fit-test Draize li jsir fuq
ghajnejn il-fniek, jew b'mod oggettiv bi strument bhal perezempju “opacitometru”.

Permeabilita tal-kornea: Kejl kwantitattiv tal-hsara fl-epitelju tal-kornea billi jigi ddeterminat l-ammont ta’ zebgha
fluworexxina tas-sodju li tghaddi minn gos-saffi kollha tac-celluli tal-kornea.

Kategorija tal-EPA 1: Korruziv (qerda irriversibbli tat-tessut tal-kornea) jew involviment tal-kornea jew irritazzjoni li
tippersisti ghal aktar minn 21 jum (1).

Kategorija tal-UE R41: Produzzjoni ta’ hsara fit-tessut tal-ghajn, jew thassir fiziku serju tal-vista, wara l-applikazzjoni ta’
sustanza tat-test fuq is-superficje anterjuri tal-ghajn, li ma jkunx kompletament riversibbli fi Zmien 21 jum mill-appli-
kazzjoni (2).

Rata ta’ negattivi foloz: Il-proporzjon tas-sustanzi pozittivi kollha identifikati b’mod falz bhala negattivi permezz ta’
metodu ta’ ttestjar. Dan huwa wiehed mill-indikaturi tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar.

Rata ta’ pozittivi foloz: ll-proporzjon tas-sustanzi negattivi kollha identifikati b'mod falz bhala pozittivi permezz ta’
metodu ta’ ttestjar. Dan huwa wiehed mill-indikaturi tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar.

GHS (Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u I-Ittikettar ta’ Sustanzi Kimici): Sistema li tipproponi
|-klassifikazzjoni tas-sustanzi kimici (sustanzi u tahlitiet) skont it-tipi u l-livelli standardizzati ta’ perikli fizici, sanitarji u
ambjentali, u tindirizza l-elementi ta” komunikazzjoni korrispondenti, bhal pittogrammi, kliem ta’ twissija, dikjarazzjonijiet
ta’ periklu, dikjarazzjonijiet ta’ prekawzjoni u skedi ta’ taghrif dwar is-sikurezza, sabiex jitwassal taghrif dwar l-effetti
avversi bil-ghan li n-nies ikunu protetti (inkluzi min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-konsumaturi u l-haddiema
tal-emergenza) u l-ambjent (3).

Kategorija tal-GHS 1: Produzzjoni ta’ hsara fit-tessut tal-ghajn, jew thassir fiziku serju tal-vista, wara l-applikazzjoni ta’
sustanza tat-test fuq is-superficje anterjuri tal-ghajn, li ma jkunx kompletament riversibbli fi Zmien 21 jum mill-appli-
kazzjoni (3).

Periklu: Proprjeta inerenti ta’ agent jew sitwazzjoni li ghandha l-potenzjal tikkawza effetti avversi meta organizmu,
sistema jew (sub) popolazzjoni jigiftigi espost(a) ghal dak l-agent.

Puntegg tal-Irritanza In Vitro (IVIS): Formula dderivata empirikament uzata fl-assagg BCOP fejn il-valuri medji tal-
opacita u tal-permeabilita ghal kull grupp ta’ trattament jigu kkombinati fpuntegg in vitro wiehed ghal kull grupp ta’
trattament. L-IVIS = valur medju tal-opacitd + (15 x valur medju tal-permeabilita).

Kontroll negattiv: Replikazzjoni mhux trattata li fiha I-komponenti kollha tas-sistema tat-test. Dan il-kampjun jigi
processat b’kampjuni ttrattati bis-sustanza tat-test u kampjuni ta’ kontroll ohra sabiex jigi ddeterminat jekk is-solvent
ikollux interazzjoni mas-sistema tat-test.

Sustanzi li mhumiex irritanti: Sustanzi li mhumiex ikklassifikati bhala Kategorija L, 11, jew III tal-EPA; Kategorija R41 jew
R36 tal-UE; jew Kategorija tal-GHS 1, 2A, jew 2B irritanti ghall-ghajnejn.

Sustanza korruziva ghall-ghajnejn: (a) Sustanza li tikkawza hsara irriversibbli fit-tessut tal-ghajn; (b) Sustanzi li huma
kklassifikati bhala Kategorija 1 tal-GHS, Kategorija I tal-EPA, jew Kategorija R41 tal-UE irritanti ghall-ghajnejn (1) (2) (3).

Irritant ghall-ghajnejn: (a) Sustanza li tipproduci bidla riversibbli fl-ghajn wara li tigi applikata fuq is-superfi¢je anterjuri
tal-ghajn; (b) Sustanzi li huma kklassifikati bhala Kategorija I jew 1I tal-EPA, Kategorija R36 tal-UE, jew Kategorija 2A jew
2B tal-GHS irritanti ghall-ghajnejn (1) (2) (3).
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Irritant sever ghall-ghajnejn: (a) Sustanza li tikkawza hsara fit-tessut tal-ghajn wara li tigi applikata fuq is-superficje
anterjuri tal-ghajn u li ma titlagx fi zmien 21 jum tal-applikazzjoni jew tikkawza thassir fiziku serju tal-vista; (b) Sustanzi
li huma kklassifikati bhala Kategorija 1 tal-GHS, Kategorija I tal-EPA, jew Kategorija R41 tal-UE irritanti ghall-ghajnejn (1)
(2) ).

Opacitometru: Strument li jintuza sabiex titkejjel “l-opacita tal-kornea” billi jevalwa b'mod kwantitattiv it-trazmissjoni
tad-dawl minn gol-kornea. L-istrument tipiku jkollu zewg kompartimenti, kull wiehed minnhom b'sors ta’ dawl u
fotocellula tieghu stess. Kompartiment minnhom jintuza ghall-kornea trattata, filwaqt li l-iehor jintuza biex jikkalibra u
jizzera l-istrument. Dawl minn bozza tal-alogenu jitghadda minn go kompartiment ta’ kontroll (kavita vojta minghajr
twieqi jew likwidu) ghal go fotocellula u jitqabbel mad-dawl mghoddi minn gol-kompartiment sperimentali, fejn tinsab il-
kavita li fiha I-kornea, ghal go fotocellula. Id-differenza fit-trazmissjoni tad-dawl mill-fotocelluli titqabbel u valur numeriku
ta’ opacita jidher fuq displej digitali.

Kontroll pozittiv: Replikazzjoni li jkun fiha I-komponenti kollha ta’ sistema tat-test u trattata b’sustanza li jkun maghruf
li tikkawza reazzjoni pozittiva. Sabiex jigi zgurat li l-varjabilita fir-reazzjoni tal-kontroll pozittiv tista’ tigi vvalutata tul iz-
zmien, id-dags tar-reazzjoni severa ma ghandux ikun eccessiv.

Affidabilita: Qies ta” kemm metodu ta’ ttestjar jista’ jitwettaq b'mod riproducibbli fil-laboratorji u bejn il-laboratorji tul iz-
zmien, meta jitwettaq skont l-istess protokoll. Tigi vvalutatata bil-kalkolu tar-riproducibilita fil-laboratorju u bejn labo-
ratorju u iehor u r-ripetibilita fil-laboratorju.

Kontroll ta’ solvent/midjum: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti kollha tas-sistema tat-test, inkluz is-solvent jew
il-midjum i jigi pprocessat mas-sustanza tat-test trattata u kampjuni ta’ kontroll ohra sabiex tigi stabbilita l-ewwel
reazzjoni ghall-kampjuni trattati mis-sustanza tat-test mahlula fl-istess solvent jew midjum. Meta jigi ttestjat ma’ kontroll
negattiv konkorrenti, dan il-kampjun juri wkoll jekk is-solvent jew il-midjum ikollux interazzjoni mas-sistema tat-test.

Ittestjar imtarrag: Strategija ta’ ttestjar pass pass fejn it-taghrif kollu dwar sustanza tat-test jigi analizzat fordni specifika,
permezz ta’ process fejn titqies l-evidenza fkull livell sabiex jigi ddeterminat jekk hemmsx bizzejjed taghrif disponibbli ghal
decizjoni ta’ Klassifikazzjoni ta’ periklu, qabel ma wiched jghaddi ghal-livell li jmiss. Jekk il-potenzjal li sustanza tat-test
tikkawza irritazzjoni jista’ jigi assenjat abbazi ta’ taghrif ezistenti, ma jkun mehtieg l-ebda ttestjar ichor. Jekk il-potenzjal li
sustanza tat-test tikkawza irritazzjoni ma jkunx jista’ jigi assenjat abbazi tat-taghrif ezistenti procedura ta’ ttestjar
sekwenzjali pass pass ghandha titwettaq fuq l-annimali sakemm tkun tista’ ssir klassifikazzjoni mhux ekwivoka.

Metodu ta’ ttestjar ivvalidat: Metodu ta’ ttestjar li ghalih ikunu tlestew studji ta’ validazzjoni sabiex tigi ddeterminata r-
rilevanza (inkluza l-akkuratezza) u l-affidabilita ghal ghan specifiku. Huwa importanti li wiehed jinnota li metodu ta’
ttestjar ivvalidat jista’ jkun li ma jkollux rendiment tajjeb bizzejjed ftermini ta’ akkuratezza u affidabilita sabiex jinstab
accettabli ghall-ghan propost.

Importanza tal-evidenza: Il-process fejn jitgiesu l-qawwiet u d-dghufijiet ta” bic¢iet ta’ informazzjoni varji sabiex tint-
lahaq u tigi appoggata konkluzjoni rigward il-potenzjal ta’ sustanza li tkun ta’ periklu.

Appendici 2

Sustanzi ta’ profi¢jenza ghall-metodu ta’ ttestjar BCOP

Qabel l-uzu ta’ rutina ta’ metodu ta’ ttestjar li jaderixxi ma’ dan il-metodu ta’ ttestjar, il-laboratorji jista’ jkun li jkunu
jixtiequ juru l-profi¢jenza teknika billi jidentifikaw b'mod korrett il-klassifikazzjoni tal-korruzivitd ghall-ghajnejn ta’ 10
sustanzi rrakkomandati fit-Tabella 1. Dawn is-sustanzi ntghazlu biex jirrapprezentaw l-iskala ta’ reazzjonijiet ta' irr-
itazzjoni/korruzjoni fl-ghajn, Ii hija bbazata fuq ir-rizultati mit-test in vivo fuq ghajnejn il-fniek (TG 405) (i.e., il-Kategoriji
1, 2A, 2B, jew Mhux Ikklassifikata u Ttikkettata skont il-GHS tan-NU (3) (7). Madankollu, meta jitigies kemm dawn -
assaggi huma utli b'mod li huwa vvalidat (i.e., biex jigu identifikati sustanzi korruzivi/irritanti severi ghall-ghajnejn), hemm
biss zewg rizultati ghall-finijiet ta’ klassifikazzjoni (sustanza korruziva/irritant sever jew sustanza mhux korruziva/irritant
mhux sever) biex tintwera 1-profi¢jenza. Kriterji ohra tal-ghazla kienu Ii s-sustanzi jkunu disponibbli b’'mod kummer¢jali,
ikun hemm disponibbli dejta ta’ referenzi ta’ kwalita gholja in vivo, u li jkun hemm dejta ta’ kwalitd gholja miz-zewg
metodi in vitro li ghalihom qeghdin jigu zviluppati I-Linji Gwida ghall-Ittestjar. Ghal din ir-raguni, sustanzi irritanti
ntghazlu mil-lista rrakkomandata mill-ICCVAM ta’ 122 sustanza ta’ referenza ghall-validazzjoni ta’ metodi ta’ ttestjar
ta’ tossicita ghall-ghajnejn in vitro (ara I-Appendici H: Sustanzi ta’ Referenza Rrakkomandati mill-ICCVAM) (5). 1d-dejta tar-
referenzi hija disponibbli fid-Dokumenti ta’ Analizi tal-Isfond tal-ICCVAM ghall-metodu ta’ ttestjar BCOP u ta’ Ghajnejn
tat-Tigieg 1zolati (Isolated Chicken Eye, ICE) (17) (18).
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Tabella 1

Sustanzi rrakkomandati biex tintwera profi¢jenza teknika mal-BCOP

Sustanza CASRN Klassi Kimika (%) Forma Fizika K]ifigl;j;(zzj;) ni Klassifikazzjoni In Vitro (%)
Klorur tal-benzal- 8001-54-5 Kompost ta’ onju | Likwidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lIrri-
konju (5 %) tant Sever
Kloressidin 55-56-1 Ammin, Solidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lrri-
Ammidin tant Sever
Acidu  dibenzojl-L- 2743-38-6 Acidu karbossi- Solidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/Irri-
tartariku liku, Ester tant Sever
Imidazol 288-32-4 Eterocikliku Solidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lrri-
tant Sever
Acidu trikloroacetiku 76-03-9 Acidu Likwidu | Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lrri-
(30 %) karbossiliku tant Sever
2,6-diklorobenz-ojl 4659-45-4 Alid acil Likwidu Kategorija | Sustanza mhux korruziva/
klorur 2A Irritant mhux sever
Etil-2-metilaceto- 609-14-3 Keton, Ester Likwidu | Kategorija 2B | Sustanza mhux korruziva/
acetat Irritant mhux sever
Nitrat tal-ammonju 6484-52-2 Melh inorganiku Solidu Kategorija | Sustanza mhux korruziva/
2A Irritant mhux sever
Glicerol 56-81-5 Alkohol Likwidu Mhux Sustanza mhux korruziva/
Tikkettat Irritant mhux sever
n-essan 110-54-3 Idrokarbonju Likwidu Mhux Sustanza mhux korruziva/
(aciliku) tikkettat [rritant mhux sever

Tagsiriet: CASRN = Numru tar-Registru tas-Servizz tat-Tagsiriet tas-Sustanzi Kimici

(") Klassijiet kimici gew assenjati lil kull sustanza tat-test li tuza skema ta’ klassifikazzjoni standard, abbazi tas-sistema ta’ klassifikazzjoni
tal-librerija nazzjonali tal-intestaturi tas-suggetti medici tal-medic¢ina (MeSH) (disponibbli fuq http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Abbazi tar-rizultati mit-test in vivo fuq ghajnejn il-fniek (OECD TG 405) u bl-uzu tal-GHS tan-NU (3)(7).

(%) Abbazi tar-rizultati fil-BCOP u I-ICE.

Appendici 3

L-APPARAT TAL-BCOP FEJN TITQIEGHED IL-KORNEA

1. L-apparat tal-BCOP fejn titgieghed il-kornea huwa maghmul minn materjal inerti (ez., polipropilen). L-apparat huwa
maghmul minn Zewg nofsijiet (kavita anterjuri u ohra posterjuri), u ghandu zewg kavitajiet interni ¢ilindri¢i simili. Kull
kavita tesa’ volum ta’ 5 mL u hija magluqa b'tieqa tal-hgieg, li minn go fiha jigi rregistrat il-kejl tal-opacita. Kull wahda
mill-kavitajiet interni hija ta” dijametru ta’ 1,7 ¢m u fond ta’ 2,2 ¢m (Y). I¢-cirku-o jitqieghed fil-kavita posterjuri biex
jipprevjeni kwalunkwe tnixxija. Il-kornej jitqieghdu bil-parti tal-endotelju thares 1 isfel fuq ic-¢irku-o tal-kavitajiet
posterjuri u l-kavitajiet anterjuri jitqieghdu fuq il-parti tal-epitelju tal-kornej. ll-kavitajiet jinzammu fposthom permezz
ta’ tliet viti li jinsabu fuq it-truf esterni tal-kavita. Fl-ahhar parti ta’ kull kavita nsibu tieqa tal-hgieg li tista’ titnehha
sabiex ikun hemm acéess facli ghall-kornea. Cirku-o jitqieghed ukoll bejn it-tieqa tal-hgieg u l-kavitd biex jipprevjeni
kwalunkwe nixxija. Zewg togbiet fil-parti ta’ fuq ta’ kull kavita jippermettu l-introduzzjoni u t-tnehhija tal-midjum u 1-
komposti tat-test. Dawn jinghalqu b'tappijiet tal-lastku waqt il-perjodi ta’ trattament u ta’ inkubazzjoni.

Id-dimensjonijiet provduti huma bbazati fuq apparat fejn titqieghed il-kornea li jintuza ghal baqar ta’ eta li tvarja minn 12-il xahar sa
60 xahar. Fl-eventwalita li jintuzaw annimali ta’ etd minn 4 xhur sa 12-il xahar, l-apparat minflok ikollu jigi ddisinjat b'tali mod li kull
kavita tesa’ volum ta’ 4 mL, u kull wahda mill-kavitajiet interni tkun ta’ dijametru ta’ 1,5 ¢m u fond ta’ 2,2 ¢m. Fi kwalunkwe apparat
iddisinjat gdid fejn titqieghed il-kornea, huwa importanti hafna li l-proporzjon tal-erja tas-superficje tal-kornea esposta mal-volum tal-
kavita posterjuri ikun daqs il-proporzjon fl-apparat tradizzjonali. Dan huwa mehtieg sabiex jigi zgurat li l-valuri tal-permeabilita jigu
ddeterminati b'mod korrett ghall-kalkolu tal-IVIS permezz tal-formula proposta.
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Glossarju
Glass disc: Disk tal-hgieg

PTFE-O-ring: Cirku-O tal-PTFE

Refill: Ftuh ghall-mili

Hanger: Ganc

Cap: Tapp

Nut: Skorfina

O-ring: Cirku-O

Posterior compartment: Kompartiment posterjuri
Anterior compartment: Kompartiment anterjuri

Fixing screws: Viti ghat-twahhil

L-OPACITOMETRU

. L-opacitometru huwa apparat li jkejjel it-trazmissjoni tad-dawl. Dawl minn bozza tal-alogenu jitghadda minn go

kompartiment ta’ kontroll (kavita vojta minghajr twieqi jew likwidu) ghal go fotocellula u jitgabbel mad-dawl mghoddi
minn gol-kompartiment sperimentali, fejn tinsab il-kavita li fiha l-kornea, ghal go fotocellula. Id-differenza fit-traz-
missjoni tad-dawl mill-fotocelluli titgabbel u valur numeriku ta’ opacita jidher fuq displej digitali. L-unitajiet tal-opacita
huma stabbiliti.

. L-opacitometru ghandu jipprovdi reazzjoni lineari minn skala ta’ qari ta’ valuri ta’ opacita li jkopru l-valuri tal-limiti

uzati ghal klassifiki differenti deskritti mill-Mudell ta’ Previzjoni (i.e., sal-valur tal-limitu li jindika korruzivita/irritanza
severa). Sabiex jigi zgurat qari ta’ valuri lineari u akkurat sa 75-80 unitajiet ta’ opacita, jehtieg li l-opacitometru jigi
kkalibrat bl-uzu ta’ serje ta’ kalibraturi. Il-kalibraturi (folji opaki tal-poliester) jitgieghdu fil-kavita tal-kalibrazzjoni
(kavita tal-apparat fejn titqieghed il-kornea ddisinjata biex takkomoda I-kalibraturi) u jinqraw fuq l-opacitometru. Il-
kavita tal-kalibrazzjoni hija ddisinjata btali mod li I-kalibraturi jinzammu bejn wiched u iehor fl-istess distanza bejn id-
dawl u I-fotocellula fejn ikunu se jitqieghdu 1-kornej waqt il-kejl tal-opacita. L-opacitometru l-ewwel jigi kkalibrat ghal
0 unitajiet ta’ opacitd bl-uzu tal-kavita tal-kalibrazzjoni minghajr kalibratur. Imbaghad tliet kalibraturi differenti
jitqieghdu fil-kavita tal-kalibrazzjoni wiehed wiched u jitkejlu l-opacitajiet. Il-kalibraturi 1, 2 u 3 ghandhom jirrizultaw
fqari ta’ valuri li jkun ugwali ghall-valuri stabbiliti taghhom ta’ 75, 150, u 225 unitajiet ta’ opacita, rispettivament,
+5%.
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B. 48 METODU TA’ TTESTJAR TA’ GHAJNEJN TAT-TIGIEG 1ZOLATI GHALL-IDENTIFIKAZZJONI TA’
SUSTANZI KORRUZIVI U IRRITANTI SEVERI GHALL-GHAJNEJN

DAHLA

1. Il-metodu ta’ ttestjar ta’ Ghajnejn tat-Tigieg Izolati (ICE) huwa metodu ta’ ttestjar in vitro li jista’ jintuza, Pcerti
cirkustanzi u b’limitazzjonijiet specifici, sabiex sustanzi u tahlitiet jigu kklassifikati bhala sustanzi korruzivi u irritanti
severi ghall-ghajnejn (1) (2) (3). Ghall-fini ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar, irritanti severi huma ddefiniti bhala dawk li
jikkawzaw lezjonijiet fl-ghajnejn li jippersistu fil-fenek ghal tal-anqas 21 jum wara l-amministrazzjoni. Filwaqt li ma
jitgiesx validu bhala sostituzzjoni kompluta ghat-test in vivo li jsir fuq ghajnejn il-fniek, 1-ICE huwa rrakkomandat biex
jintuza bhala strategija ta’ ttestjar imtarrag ghall-klassifikazzjoni u t-tikkettar regolatorji fi hdan dominju specifiku ta’
applikabilita (4) (5). Is-sustanzi u t-tahlitiet tat-test (6) li jkunu pozittivi fl-assagg jistghu jigu kklassifikati bhala
sustanzi korruzivi jew irritanti severi ghall-ghajnejn minghajr ma jsir aktar ittestjar fuq il-fniek. Sustanza li taghti
rizultat negattiv tkun tehtieg li tigi ttestjata fuq il-fniek permezz ta’ strategija ta’ ttestjar sekwenzjali, kif deskritt fil-
Linja Gwida ghall-Ittestjar tal-OECD 405 (7) (il-kapitolu B.5 ta’ dan l-Anness).

2. L-ghan ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar huwa li jiddeskrivi I-proceduri uzati ghall-evalwazzjoni tal-potenzjal ta’ sustanza
tat-test li tikkawza korruzivita jew irritanza severa potenzjali kif imkejla mill-hila tas-sustanza li tikkawza tossicita
fghajn ta’ tigiega mnehhija mill-hofra taghha. Effetti tossi¢i ghall-kornea jitkejlu permezz ta’ (i) valutazzjoni kwali-
tattiva tal-opacita, (i) valutazzjoni kwalitattiva tal-hsara ghall-epitelju abbazi tal-applikazzjoni tal-fluworexxina fl-
ghajn (Zamma tal-fluworexxina), (iii) kejl kwantitattiv ta’ zieda fil-hxuna (nefha), u (iv) evalwazzjoni kwalitattiva ta’
hsara morfologika makroskopika fis-superfi¢je. Il-valutazzjonijiet tal-opacita, tan-nefha, u tal-hsara fil-kornea wara -
esponiment ghal sustanza tat-test jigu vvalutati b'mod individwali u jigu kkombinati sabiex tigi dderivata Klassifi-
kazzjoni tal-Irritanza ghall-Ghajnejn.

3. L-irritanti ghall-ghajnejn li jikkawzaw lezjonijiet li jitilqu fanqas minn 21 jum u sustanzi li mhumiex irritanti gew
ittestjati wkoll bl-uzu tal-metodu ta’ ttestjar ICE. Madankollu, l-akkuratezza u l-kredibilita tal-metodu ta’ ttestjar ICE
ghas-sustanzi fdawn il-kategoriji ma gewx evalwati b’'mod formali.

4. Id-definizzjonijiet huma pprovduti fl-Appendici 1.

KUNSIDERAZZJONIJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

5. Dan il-metodu ta’ ttestjar huwa bbazat fuq il-protokoll tal-metodu ta’ ttestjar ICE tal-Kumitat ta’ Koordinazzjoni
Interagenzjali dwar il-Validazzjoni ta” Metodi Alternattivi (ICCVAM) (8), li gie zviluppat b’segwitu ghal studju ta’
validazzjoni internazzjonali (4) (5) (9), bkontribuzzjonijiet minghand i¢-Centru Ewropew ghall-Validazzjoni ta’
Metodi Alternattivi (ECVAM) u ¢-Centru Gappuniz ghall-Validazzjoni ta” Metodi Alternattivi, u 1-Kwalita tal-Hajja
TNO tad-Dipartiment tat-Tossikologija u Farmakologija Applikata (il-Pajjizi 1-Baxxi). Il-protokoll huwa bbazat fuq
taghrif miksub minn protokolli ppubblikati, kif ukoll il-protokoll attwali uzat mit-TNO (10) (11) (12) (13) (14).

6. Il-limitazzjonijiet identifikati ghal dan il-metodu huma bbazati fuq ir-rata ta’ pozittivi foloz ghall-alkohols u r-rata ta’
negattivi foloz ghas-solidi u l-agenti tensjoattivi (ara l-paragrafu 47) (4). Meta s-sustanzi ta’ dawn il-klassijiet kimici u
fizici jigu eskluzi mill-bazi tad-dejta, l-akkuratezza tal-ICE skont is-sistemi ta’ klassifikazzjoni tal-UE, I-EPA u 1-GHS
titjieb b’'mod sostanzjali (4). Abbazi tal-ghan ta’ dan l-assagg (i.e., li jidentifika biss is-sustanzi korruzivifirritanti severi
ghall-ghajnejn), rati ta’ negattivi foloz mhumiex kriti¢ci minhabba li tali sustanzi sussegwentement jigu ttestjati fuq il-
fniek jew b'testijiet ohra in vitro vvalidati b'mod xieraq, skont ir-rekwiziti regolatorji, bl-uzu ta’ strategija ta’ ttestjar
sekwenzjali b'approce ibbazat fuq l-importanza tal-evidenza. Barra minn hekk, il-bazi tad-dejta tal-validazzjoni attwali
ma tippermettix evalwazzjoni xierqa ta’ whud mill-klassijiet kimici jew tal-prodotti (ez., it-tahlitiet). Madankollu, 1-
investigaturi jistghu jqisu li juzaw dan il-metodu ta’ ttestjar ghall-ittestjar tat-tipi kollha ta’ materjali (inkluzi t-tahlitiet),
fejn rizultat pozittiv ikun jista’ jigi accettat bhala indikattiv ta’ reazzjoni ghal sustanza korruziva jew irritant sever
ghall-ghajnejn. Madankollu, rizultati pozittivi miksuba bl-alkohols ghandhom jigu interpretati b'¢certu kawtela
minhabba r-riskju ta’ thassir zejjed.

7. Il-proceduri kollha li jinvolvu ghajnejn tat-tigieg ghandhom isegwu r-regolamenti u l-proceduri applikabbli tal-istal-
lazzjoni tal-ittestjar fdak li ghandu xjagsam mal-manipulazzjoni ta’ materjali derivati mill-bnedmin jew l-annimali, li
jinkludu, izda li mhumiex limitati ghal, tessuti u fluwidi tat-tessuti. Il-prekawzjonijiet universali tal-laboratorji huma
rrakkomandati (15).

8. Limitazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar hija dik li, ghalkemm il-metodu jqis uhud mill-effetti fuq I-ghajnejn evalwati fil-
metodu ta’ ttestjar tal-irritanza fghajnejn il-fenek u sa certu punt is-severita taghhom, il-metodu ma jgisx feriti fil-
konguntiva u fil-habba tal-ghajnejn. Barra dan, ghalkemm ir-riversibilita tal-feriti fil-kornea ma tistax tigi evalwata per
se fl-assagg ICE, gie propost, abbazi ta’ studji fuq ghajnejn il-fniek, li valutazzjoni tal-fond inizjali tal-ferita fil-kornea
tista’ tintuza biex issir distinzjoni bejn effetti riversibbli u dawk irriversibbli (16). Fl-ahhar nett, il-metodu ta’ ttestjar
ICE ma jippermettix valutazzjoni tal-potenzjal ghal tossicita sistemika asso¢jata ma’ esponiment tal-ghajnejn.

9. Qed isiru sforzi kontinwi sabiex jigu kkarratterizzati aktar il-limitazzjonijiet tal-metodu ta’ ttestjar ICE kif ukoll kemm
huwa utli ghall-identifikazzjoni ta’ irritanti li mhumiex severi u sustanzi li mhumex irritanti (ara wkoll il-paragrafu
48). L-utenti qed jigu inkoragguti wkoll jipprovdu lill-organizzazzjonijiet ta’ validazzjoni b’kampjuni ufjew dejta ghal
evalwazzjoni formali ta’ uzi futuri possibbli tal-metodu ta’ ttestjar ICE, inkluzi dawk ghall-identifikazzjoni ta’ irritanti
li mhumiex severi u sustanzi li mhumex irritanti ghall-ghajnejn.
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Ghal kwalunkwe laboratorju li inizjalment ikun qed jistabbilixxi dan l-assagg, ghandhom jintuzaw is-sustanzi kimici
ta’ proficjenza pprovduti fl-Appendici 2. Laboratorju jista’ juza dawn is-sustanzi kimici biex juri l-kompetenza teknika
tieghu fit-twettiq tal-metodu ta’ ttestjar ICE qabel ma jissottometti dejta tal-ICE ghall-finijiet tal-klassifikazzjoni
regolatorja tal-perikli.

PRINCIPJU TAT-TEST

[I-metodu ta’ ttestjar ICE huwa mudell organotipiku li jipprovdi manutenzjoni fuq terminu ta’ zmien qasir fuq
ghajnejn it-tigieg in vitro. Fdan il-metodu ta’ ttestjar, il-hsara mis-sustanza tat-test tigi vvalutata bid-determinazzjoni
tan-nefha, l-opacita u z-zamma tal-fluworexxina fil-kornea. Filwaqt li l-ahhar Zewg parametri jinvolvu valutazzjoni
kwalitattiva, analizi tan-nefha fil-kornea tipprovdi valutazzjoni kwantitattiva. Kull kejl jew jinqaleb ghal puntegg
kwantitattiv li jintuza ghall-kalkolu ta’ Indi¢i ta’ Irritazzjoni kumplessiv, inkella jigi assenjat kategorizzazzjoni kwan-
titattiva li tintuza biex tigi assenjata klassifikazzjoni tal-korruzivita u l-irritanza severa ghall-ghajnejn in vitro. Kull
wiehed minn dawn ir-rizultati mbaghad ikun jista’ jintuza biex jipprevedi I-potenzjal ta’ sustanza tat-test li tikkawza
korruzivita u irritanza severa ghall-ghajnejn in vivo (ara 1-Kriterji tad-Decizjoni).

Sors u Eta ta’ Ghajnejn it-Tigied

Storikament, ghal dan l-assagg intuzaw ghajnejn li jkunu ttichdu mit-tigieg minn biccerija fejn jinqatlu ghall-konsum
mill-bniedem, u b’hekk giet eliminata l-htiega ta” annimali tal-laboratorju. Jintuzaw biss ghajnejn ta” annimali b’sah-
hithom li huma xierqa li jidhlu fil-katina alimentari tal-bniedem.

Ghalkemm ma twettaq l-ebda studju kontrollat ghall-valutazzjoni tal-eta ideali tat-tigieg, l-eta u l-piz tat-tigieg uzati
storikament fdan il-metodu ta’ ttestjar huma dawk ta’ tigieg tar-rebbiegha li tradizzjonalment jigu pprocessati minn
biccerija tat-tjur (i.e., bejn wiched u ichor ta’ eta ta’ 7 gimghat, u piz ta’ 1,5 - 2,5 kg).

Gbir u Trasport tal-Ghajnejn lejn il-Laboratorju

ghonq ghall-fsada. Ghandu jigi lokalizzat sors lokali ta’ tigieg qrib il-laboratorju sabiex l-irjus tat-tigieg jigu ttrasferiti
mill-biccerija sal-laboratorju malajr bizzejjed sabiex kemm jista’ jkun jonqos/tonqos id-deterjoramnet ufjew il-konta-
minazzjoni mill-batterji. L-intervall tal-hin li jghaddi minn meta jingabru l-irjus tat-tigieg u l-ghajnejn jintuzaw fil-
metodu ta’ ttestjar ICE ghandu jitnaqqas kemm jista’ jkun (tipikament fi zmien saghtejn) u ghandu jintwera li dan ma
jikkompromettix ir-rizultati tal-assagg. Dawn ir-rizultati huma bbazati fuq il-kriterji tal-ghazla ghall-ghajnejn, kif ukoll
ir-reazzjonijiet tal-kontrolli pozittivi u negattivi. L-ghajnejn kollha uzati fl-assagg ghandhom ikunu mill-istess grupp
ta’ ghajnejn migbura fgurnata specifika.

Minhabba I-fatt li I-ghajnejn jigu ddissektjati fil-laboratorju, l-irjus intatti jigu ttrasportati mill-biccerija ftemperatura
ambjentali fkaxex tal-plastik umdifikati b’xugamani mxarrba b’soluzzjoni izotonika ta’ ilma bil-melh.

Kriterji tal-Ghazla ghall-Ghajnejn Uzati fl-ICE

Ghajnejn li jkollhom puntegg gholi ta’ titbigh bil-fluworexxina (i.e., > 0,5) jew puntegg gholi ta’ opacita fil-kornea
(i.e., > 0,5) wara li jitnehhew mill-hofra tal-ghajn jitwarrbu.

Kull grupp ta’ trattament u kontroll pozittiv konkorrenti jikkonsisti minn tal-anqas tliet ghajnejn. Il-grupp ta’
kontrolli negattivi jew il-kontroll tas-solvent (jekk jintuza solvent li ma jkunx ilma bil-melh) jikkonsisti minn tal-
angas ghajn wahda.

PROCEDURA
Preparazzjoni tal-Ghajnejn

Tebqet il-ghajn tinqata’ barra b’hafna attenzjoni sabiex ma ssir l-ebda hsara fil-kornea. L-integrita tal-kornea tigi
vvalutata malajr b'qatra fluworexxina tas-sodju 2 % (w/v) li tigi applikata fuq is-superficje tal-kornea ghal ftit sekondi,
u mbaghad titlahlah b’soluzzjoni izotonika ta’ ilma bil-melh. Ghajnejn trattati bil-fluworexxina mbaghad jigu ezami-
nati b’'mikroskopju tal-kornea sabiex jigi zgurat li l-kornea ma jkollha l-ebda hsara (i.e., punteggi taz-zamma tal-
fluworexxina u tal-opacita tal-kornea < 0,5).

Jekk 1-ghajn ma jkollha l-ebda hsara tinqata’ aktar, 'il barra mill-kranju b’attenzjoni kbira sabiex ma ssir l-ebda hsara
lill-kornea. 1l-bocca tal-ghajn tingibed mill-orbita billi wiched iZomm sod il-membrana tat-teghmiz bforcipi kirurgici,
u I-muskoli tal-ghajn jinqatghu b'imgass mghawweg u b’ponta spuntata. Huwa importanti li wiehed jevita li jikkawza
hsara fil-kornea minhabba pressjoni eccessiva (i.e., artefatti ta’ kompressjoni.)

Meta I-ghajn titnehha mill-orbita, porzjon vizibbli tan-nerv ottiku ghandu jibqa’ mwahhal. Ladarba titnehha mill-
orbita, l-ghajn titqieghed fuq kuttunar assorbenti u l-membrana tat-teghmiz u tessut konnettiv iehor jinqatghu.
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L-ghajn imnehhija mill-hofra taghha titqieghed fuq klamp tal-azzar li ma jissaddadx b'tali mod li l-kornea tkun
fpozizzjoni vertikali. Il-klamp imbaghad jigi ttrasferit fkavita fl-apparat tas-superfuzjoni (16). Il-klampi ghandhom
jitgieghdu fl-apparat tas-superfuzjoni b'tali mod li I-kornea kollha tkun ged tigi provduta bid-dripp tas-soluzzjoni
izotonika tal-ilma bil-melh. Il-kavitajiet tal-apparat tas-superfuzjoni ghandu jkollu temperatura kkontrollata ta’
32 £1,5 °C. L-Appendici 3 jipprovdi dijagramma ta’ apparat tipiku tas-superfuzjoni u 1-klampi tal-ghajnejn, li jistghu
jinxtraw jew jinbnew. L-apparat jista’ jitbiddel sabiex jissodisfa I-htigijiet ta’ laboratorju individwali (ez., biex jakko-
moda ghadd differenti ta’ ghajnejn).

Wara li jitqieghdu fl-apparat tas-superfuzjoni, 1-ghajnejn jergghu jigu ezaminati b'mikroskopju tal-kornea sabiex jigi
zgurat li ma tkun saritilhom l-ebda hsara waqt il-procedura tad-dissezzjoni. Il-hxuna tal-kornea fil-quécata tal-kornea
ghandha titkejjel ukoll issa bl-uzu tal-apparat li jkejjel il-fond fuq il-mikroskopju tal-kornea. Ghajnejn; (i) b’puntegg ta’
zamma ta’ fluworexxina ta’>0,5; (i) opacita tal-kornea > 0,5; jew, (iii), kwalunkwe sinjal addizzjonali ta’ hsara
ghandhom jigu ssostitwiti. Ghal ghajnejn li ma jitwarrbux abbazi ta’ kwalunkwe minn dawn il-kriterji, ghajnejn
individwali bi hxuna tal-kornea li tiddevja b'aktar minn 10 % mill-valur medju ghall-ghajnejn kollha ghandhom
jitwarrbu. L-utenti ghandhom ikunu konxji li I-mikroskopji tal-kornea jistghu jaghtu kejl differenti ta” hxuna tal-
kornea jekk is-setting tal-wisa’ tal-fetha tkun differenti. Il-wisa’ tal-fetha ghandha tkun immontata ghal 0,095 mm.

Ladarba l-ghajnejn kollha jigu ezaminati u approvati, I-ghajnejn jigu inkubati ghal madwar 45 sa 60 minuta sabiex
jigu ekwilibrati mas-sistema tat-test qabel l-iddozar. Wara l-perjodu ta’ ekwilibrazzjoni, jigi rregistrat il-punt Zero ta’
referenza ghall-hxuna u l-opacita tal-kornea sabiex iservi bhala linja ta’ bazi (i.e., hin = 0). l-puntegg tal-fluworexxina
ddeterminat fid-dissezzjoni jintuza bhala l-ewwel kejl ghal dak il-punt tat-tmiem.

Applikazzjoni tas-Sustanza tat-Test

Ezatt wara 1-kejl tal-punt zero ta’ referenza, l-ghajn (fl-apparat fejn titgieghed) titnehha mill-apparat tas-superfuzjoni,
titgieghed fpozizzjoni orizzontali, u s-sustanza tat-test tigi applikata fuq il-kornea.

Sustanzi tat-test likwidi tipikament jigu ttestjati mhux iddilwiti, izda jistghu jigu ddilwiti jekk dan jitgies necessarju
(ez., bhala parti mit-tfassil tal-istudju). Is-solvent preferut ghas-sustanzi dilwiti huwa l-ilma bil-melh fizjologiku.
Madankollu, solventi alternattivi jistghu jintuzaw ukoll taht kundizzjonijiet kontrollati, izda ghandu jintwera li
dawn ikunu solventi xierqa biex jintuzaw minflok l-ilma bil-melh fizjologiku.

Sustanzi tat-test likwidi jigu applikati fuq il-kornea b’tali mod li s-superfi¢je shiha tal-kornea tkun miksija b'mod
indags bis-sustanza tat-test; il-volum standard huwa 0,03 mL.

Jekk possibbli, is-sustanzi solidi ghandhom jintahnu fmehriez u lida, sa ma jkunu kemm jista’ jkun fini, jew fghodda
tat-thin komparabbli. It-trab jigi applikat fuq il-kornea b'tali mod li l-kornea tkun miksija b'mod uniformi bis-
sustanza tat-test; l-ammont standard huwa 0,03 gm.

Is-sustanza tat-test (likwida jew solida) tigi applikata ghal 10 sekondi u mbaghad titlahlah minn fuq I-ghajn bl-ilma
bil-melh izotoniku (madwar 20 mL) ftemperatura ambjentali. L-ghajn (fl-apparat fejn titqieghed) imbaghad terga’
titgieghed fl-apparat tas-superfuzjoni fil-pozizzjoni wieqfa originali.

Sustanzi ta’ Kontroll

Kontrolli negattivi jew tas-solvent/midjum konkorrenti ghandhom jigu inkluzi fkull esperiment.

Meta jkunu qed jigu ttestjati likwidi £100 % jew solidi, jintuza ilma bil-melh fizjologiku bhala kontroll negattiv
konkorrenti fil-metodu ta’ ttestjar ICE sabiex jigu individwati bidliet mhux specifici fis-sistema tat-test, u sabiex jigi
zgurat li -kundizzjonijiet tal-assagg ma jirrizultawx bla bzonn freazzjoni irritanti.

Meta jkunu qed jigu ttestjati likwidi ddilwiti, fil-metodu ta’ ttestjar ICE jigi inkluz grupp ta’ kontrolli tas-solvent/-
midjum konkorrenti sabiex jigu individwati bidliet mhux specifici fis-sistema tat-test, u sabiex jigi zgurat li 1-kun-
dizzjonijiet tal-assagg ma jirrizultawx bla bzonn freazzjoni irritanti. Skont il-paragrafu 25, jista’ jintuza biss solvent/-
midjum li jkun intwera li ma jkollu l-ebda effett avvers fuq is-sistema tat-test.
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Fkull esperiment jigi inkluz irritant ghall-ghajnejn maghruf sabiex jigi vverifikat li tkun giet ikkawzata reazzjoni
xierqa. Minhabba li l-assagg ICE qed jintuza fdan il-metodu ta’ ttestjar biex jidentifika sustanzi korruzivi jew irritanti
severi, il-kontroll pozittiv ghandu jkun sustanza ta’ referenza li tikkawza reazzjoni severa fdan il-metodu ta’ ttestjar.
Madankollu, sabiex jigi zgurat li l-varjabilita fir-reazzjoni tal-kontroll pozittiv tkun tista’ tigi vvalutata tul iz-zmien, id-
dags tar-reazzjoni severa ma ghandux ikun eccessiv. Ghandha tigi ggenerata bizzejjed dejta in vitro ghall-kontroll
pozittiv sabiex ghall-kontroll pozittiv tkun tista’ tigi kkalkulata skala ta’ valuri ddefiniti statistikament li tkun accet-
tabbli. Jekk ma jkunx hemm disponibbli dejta storika xierqa tal-metodu ta’ ttestjar ICE ghal kontroll pozittiv
partikolari, jista” jkun mehtieg li jitwettqu studji li jipprovdu dan it-taghrif.

Ezempji ta’ kontrolli pozittivi ghal sustanzi tat-test likwidi huma l-acidu acetiku 10 % jew il-klorur tal-benzalkonju
5 %, filwaqt li ezempji ta’ kontrolli pozittivi ghal sustanzi tat-test solidi huma l-idrossidu tas-sodju jew l-imidazol.

Sustanzi ta’ riferiment huma utli ghall-evalwazzjoni tal-potenzjal li kimi¢i mhux maghrufa ta’ klassi specifika ta’
kimici jew prodotti jikkawzaw irritazzjoni ghall-ghajnejn, jew ghall-evalwazzjoni tal-potenzjal relattiv li sustanza
irritanti ghall-ghajnejn tikkawza irritazzjoni fi hdan skala specifika ta’ reazzjonijiet ta’ sustanzi irritanti.

Punti tat-Tmiem Imkejla

Il-kornej trattati jigu evalwati qabel it-trattament u mbaghad fit-30, fil-75, fil-120, fil-180 u fil-240 minuta (¢ 5
minuti) wara t-tlahliha ta’ wara t-trattament. Dawn il-punti tal-hin jipprovdu ghadd xieraq ta’ kejl tul il-perjodu tat-
trattament ta’ erba’ sighat, filwaqt li jhallu bizzejjed hin jghaddi bejn kejl u iehor sabiex isiru l-osservazzjonijiet
necessarji li ghandhom isiru ghall-ghajnejn kollha.

[l-punti tat-tmiem evalwati ghall-opacita, neftha, Zamma tal-fluworexxina fil-kornea u l-effetti morfologici (ez., thaffir
jew illaxkar tal-epitelju). ll-punti tat-tmiem kollha, bl-e¢¢ezzjoni taz-zamma tal-fluworexxina (li tigi ddeterminata biss
qabel it-trattament u 30 minuta wara l-esponiment ghas-sustanza tat-test) jigu ddeterminati fkull wiched mill-punti
tal-hin imsemmija hawn fuq.

It-tehid ta’ ritratti huwa rrakkomandat ghad-dokumentazzjoni tal-opacita, iz-zamma tal-fluworexxina, l-effetti morfo-

Wara l-ezami finali li jsir fir-raba’ siegha, l-utenti huma inkoragguti jippreservaw l-ghajnejn ffissattiv xieraq (ez.,
soluzzjoni buffer ta’ formalina newtrali) ghal ezami istopatologiku possibbli.

In-nefha fil-kornea tigi ddeterminata mill-kejl tal-hxuna fil-kornea li jsir permezz ta’ pakimetru ottiku fuq mikros-
kopju tal-kornea. In-nefha tigi espressa bhala percentwal u tigi kkalkulata mill-kejl tal-hxuna tal-kornea skont il-
formula li gejja:

hxuna kornea hin t — hxuna kornea hin = 0
- x 100
hxuna kornea hin = 0

Il-percentwal medju tan-nefha fil-kornea ghat-testijiet kollha tal-ghajnejn jigi kkalkulat ghall-punti tal-hin ta’ osser-
vazzjoni kollha. Abbazi tal-oghla puntegg medju ghan-nefha fil-kornea, kif jigi osservat fi kwalunkwe punt tal-hin,
jinghata puntegg tal-kategorija ghal kull sustanza tat-test.

Ghall-puntegg l-opacita fil-kornea tigi kkalkulata skont il-parti tal-kornea li tkun opacifikata l-aktar. Il-valur medju tal-
opacita fil-kornea ghat-testijiet kollha tal-ghajnejn jigi kkalkulat ghall-punti tal-hin ta’ osservazzjoni kollha. Abbazi tal-
oghla puntegg medju ghall-opacita fil-kornea, kif jigi osservat fi kwalunkwe punt tal-hin, jinghata puntegg tal-
kategorija ghal kull sustanza tat-test (it-Tabella 1).

Tabella 1

Punteggi tal-opacita tal-kornea

Puntegg Osservazzjoni

0 L-ebda opacita

0,5 Opacita hafifa hafna
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Puntegg Osservazzjoni
1 Partijiet mifruxa jew imxerrda; id-dettalji tal-habba tal-ghajn jidhru b'mod car
2 Parti traslucida li tintlemah facilment; id-dettalji tal-habba tal-ghajn huma kemxejn oskuri
3 Opacita severa fil-kornea; ma jidher l-ebda dettall specifiku tal-habba tal-ghajn; id-dags tal-pupilla
bilkemm jintlemah
4 Opacita totali fil-kornea; il-habba tal-ghajn hija invizibbli

42. Tl-valur medju taz-zamma tal-fluworexxina ghat-testijiet kollha tal-ghajnejn jigi kkalkulat biss ghall-punt tal-hin
osservat fit-30 minuta, li jintuza ghall-puntegg kumplessiv tal-kategorija ghal kull sustanza tat-test (it-Tabella 2).

43.

44,

45.

Tabella 2

Punteggi taz-zamma tal-fluworexxina

Puntegg Osservazzjoni
0 L-ebda zamma ta’ fluworexxina
0,5 Titbigh zghir hafna ta’ celluli singli
1 It-titbigh tac-celluli singli mifrux mal-parti ttrattata tal-kornea
2 Titbigh ta’ celluli singli dens fokali jew konfluwenti
3 Partijiet kbar konfluenti tal-kornea jzommu I-fluworexxina

u ‘twahhil' tas-sustanza tat-test mal-kornea. Dawn is-sejbiet jistghu jvarjaw fis-severita u jistghu jokkorru b'mod
simultanju. Il-klassifikazzjoni ta’ dawn is-sejbiet hija suggettiva skont l-interpretazzjoni tal-investigatur.

DEJTA U RAPPURTAR

Evalwazzjoni tad-Dejta

Ir-rizultati tal-opacita, in-nefha, u z-zamma tal-fluworexxina fil-kornea ghandhom jigu evalwati b'mod separat sabiex
tinholoq klassi separata ghal kull punt tat-tmiem. Il-klassijiet tal-ICE ghal kull punt tat-tmiem imbaghad jigu kkom-
binati biex tinholoq Klassifikazzjoni tal-Irritanza ghal kull sustanza tat-test.

Kriterji tad-Decizjoni

Ladarba kull punt tat-tmiem ikun gie evalwat, il-klassijiet tal-ICE jistghu jigu assenjati abbazi ta’ skala ta’ valuri
ddeterminata minn qabel. L-interpretazzjoni tal-hxuna tal-kornea (it-Tabella 3), l-opacita (it-Tabella 4), u z-zamma tal-
fluworexxina (it-Tabella 5) bl-uzu ta’ erba’ klassijiet tal-ICE ssir skont l-iskali li gejjin:

Tabella 3

Kriterji tal-klassifikazzjoni tal-ICE ghall-hxuna tal-kornea

Nefha Medja tal-Kornea (%) (*) Klassi tal-ICE
0sa5 I
>5sa 12 II
>12 sa 18 (> 75 min wara t-trattament) II
>12 sa 18 (<75 min wara t-trattament) 11
>18 sa 26 11
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46.

Neftha Medja tal-Kornea (%) (*) Klassi tal-ICE
>26 sa 32 (> 75 min wara t-trattament) 11
>26 sa 32 (<75 min wara t-trattament) v
>32 I\%

(*) Punteggi tan-nefha fil-kornea jkunu applikabbli biss jekk il-hxuna mkejla b’'mikroskopju tal-kornea Haag-Streit BP900 b'apparat li
jkejjel il-fond nru I u setting tal-wisa’ tal-fetha ta’ 9%4, ekwivalenti ghal 0,095 mm. L-utenti ghandhom ikunu konxji li I-mikros-
kopji tal-kornea jistghu jaghtu kejl differenti ta’ hxuna tal-kornea jekk is-setting tal-wisa’ tal-fetha tkun differenti.

Tabella 4

Kriterji tal-klassifikazzjoni tal-ICE ghall-opacita

Medja tal-Puntegg tal-Opacita Massima (¥) Klassi tal-ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 11
1,6-2,5 111
2,6-4,0 I\%

(*) Ara t-Tabella 1.

Tabella 5

Kriterji tal-klassifikazzjoni tal-ICE ghaz-zamma medja tal-fluworexxina

Medja tal-Puntegg taz-Zamma tal-Fluworexxina fit-30 minuta ta Klassi tal-ICE
wara t-trattament (¥)

0,0-0,5 I

0,6-1,5 II
1,6-2,5 il
2,6-3,0 v

(*) Ara t-Tabella 2.

[-klassifikazzjoni kumplessiva tal-irritanza in vitro ghal sustanza tat-test tigi vvalutata billi tinqara l-klassifikazzjoni ta’
irritanza li tikkorrispondi ghall-kombinazzjoni tal-kategoriji miksuba ghan-nefha fil-kornea, l-opacita fil-kornea, u z-
zamma tal-fluworexxina u bl-applikazzjoni tal-iskema pprezentata fit-Tabella 6.

Tabella 6

Klassifiki kumplessivi tal-irritanza in vitro

Klassifikazzjoni Kombinazzjonijiet tat-tliet (3) Punti tat-Tmiem

Sustanza Korruziva/Irritant Sever 3 xIV

2x1v, 1 x1III

2x1V, 111 (%

2x1V, 1 x1(%

Opacita fil-kornea > 3 fit-30 min (tal-angas £2 ghajnejn)
Opacita fil-kornea = 4 fi kwalunkwe hin (tal-angas fzewg (2)
ghajnejn)

Mlaxkar sever tal-epitelju (tal-angas fghajn wahda (1)

(*) Kombinazzjonijiet li probabbilment ma jokkorrux.
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47.

48.

49.

50.

Skont il-paragrafu 1, jekk is-sustanza tat-test ma tigix identifikata bhala korruziva ghall-ghajnejn jew irritant sever,
ghandu jitwettaq aktar ittestjar ghall-finijiet ta’ klassifikazzjoni u ttikkettar. Il-metodu ta’ ttestjar ICE ghandu akku-
ratezza kumplessiva ta’ 83 % (120/144) sa 87 % (134/154), rata pozittiva falza ta’ 6 % (7/122) sa 8 % (9/116), u rata
negattiva falza ta’ 41 % (13/32) sa 50 % (15/30) ghall-identifikazzjoni ta’ sustanzi korruzivi u irritanti severi ghall-
ghajnejn, meta mqabbel mad-dejta, tal-metodu ta’ ttestjar in vivo li jsir fuq ghajnejn il-fniek, ikklassifikata skont is-
sistemi ta’ klassifikazzjoni tal-EPA (1), I-UE (2), jew il-GHS (3). Meta sustanzi fcerti klassijiet kimici (i.e., alkohols u

klassifikazzjoni tal-UE, I-EPA u 1-GHS tvarja minn 91 % (75/82) sa 92 % (69/75), ir-rati ta’ pozittivi foloz ivarjaw
minn 5% (4/73) sa 6 % (4/70), u r-rati ta’ negattivi foloz ivarjaw minn 29 % (2/7) sa 33 % (3/9) (4).

Anke jekk ghas-sustanza tat-test ma tinkiseb l-ebda klassifikazzjoni ta’ sustanza korruziva jew irritant sever ghall-
ghajnejn, id-dejta ICE tista’ tkun utli, flimkien mad-dejta tat-test in vivo li jsir fuq ghajnejn il-fniek jew minn test in
vitro vvalidat kif xieraq, sabiex jigu evalwati aktar il-limitazzjonijiet tal-metodu ta’ ttestjar ICE kif ukoll kemm dan
huwa utli ghall-identifikazzjoni ta’ irritanti li mhumiex severi u sustanzi li mhumex irritanti (qed jigi Zviluppat
Dokument ta’ Gwida dwar l-uzu ta’ metodi ta’ ttestjar in vitro fuq l-ghajnejn).

Kriterji ta’ Accettazzjoni ta’ Studju

Test jitgies accettabbli jekk il-kontrolli negattivi jew tal-midjum/solvent konkorrenti u I-kontrolli pozittivi konkorrenti
jaghtu Klassifikazzjoni tal-Irritanza simili ghal dik li tinsab fil-klassijiet ta’ irritanti severifsustanzi korruzivi, rispetti-
vament.

Rapport tat-Test

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi t-taghrif li gej, jekk ikun rilevanti ghat-twettiq tal-istudju:

Sustanzi tat-Test u tal-Kontroll

Isem/Ismijiet kimiku/kimic¢i perezempju l-isem strutturali uzat mir-Registru tas-Servizz tat-Tagsiriet tas-Sustanzi
Kimici (CAS), u ismijiet ohra, jekk ikunu maghrufa;

In-Numru tar-Registru CAS (RN), jekk ikun maghruf;

[-purita u l-kompozizzjoni tas-sustanza jew it-tahlita (Ppercentwal(i) skont il-piz), sakemm dan it-taghrif ikun

disponibbli;

Proprjetajiet fizikokimici bhall-istat fiziku, il-volatilita, il-pH, l-istabilita, il-klassi kimika, is-solubilita fl-ilma rilevanti
ghat-twettiq tal-istudju;

[t-trattament tas-sustanzi tat-test/tal-kontroll qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (ez., it-tishin, it-thin);

L-istabilita, jekk tkun maghrufa;

Taghrif dwar I-Isponser u I-Istallazzjoni tat-Test

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-istallazzjoni tat-test u tad-direttur tal-istudju;

Identifikazzjoni tas-sors tal-ghajnejn (ez., l-istallazzjoni minn fejn ingabru);

[l-kundizzjonijiet tat-trasport u l-hzin tal-ghajnejn (ez., id-data u l-hin meta ngabru I-ghajnejn, l-intervall tal-hin qabel
ma nbeda t-test);

Jekk disponibbli, karatteristici specifi¢i tal-annimali minn fejn ingabru l-ghajnejn (ez., eta, sess, piz tal-annimal
donatur);

Gustifikazzjoni tal-Metodu ta’ Ttestjar u tal-Protokoll Uzati
Integrita tal-Metodu ta’ Ttestjar

Il-procedura uzata sabiex tigi zgurata l-integrita (i.e., akkuratezza u affidabilitd) tal-metodu ta’ ttestjar tul iz-zmien (ez.,
ittestjar perjodiku ta’ sustanzi ta’ profi¢jenza, uzu ta’ dejta storika ta” kontrolli negattivi u pozittivi).
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Kriterji ghal Test Accettabbli

Jekk applikabbli, firxiet accettabbli ta’ punti ta’ riferiment ta’ kontroll konkorrenti bbazati fuq dejta storika;

Kundizzjonijiet tat-Test

Deskrizzjoni tas-sistema tat-test uzata;

Mikroskopju tal-kornea uzat (ez., il-mudell);

Settings tal-istrument uzati ghall-mikroskopju tal-kornea;

Taghrif dwar ghajnejn it-tigieg uzati, inkluzi dikjarazzjonijiet rigward il-kwalita taghhom;
Dettalji tal-procedura tat-test uzata;

Koncentrazzjoni(jiet) tas-sustanza tat-test uzata;

Deskrizzjoni ta’ kwalunkwe modifika tal-procedura tat-test;

Referenza ghad-dejta storika tal-mudell (ez., kontrolli negattivi u pozittivi, sustanzi ta’ profi¢jenza, sustanzi ta’
riferiment);

Deskrizzjoni tal-kriterji ta’ evalwazzjoni uzati;

Rizultati

Deskrizzjoni ta’ effetti ohra osservati;
Jekk xieraq, ritratti tal-ghajn;

Diskussjoni tar-Rizultati
Konkluzjoni
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Appendici 1

DEFINIZZJONIJIET

Akkuratezza: [l-qrubija fil-livell ta’ qbil bejn ir-rizultati tal-metodu ta’ ttestjar u l-valuri ta’ referenza accettati. Din hija
mizura tar-rendiment tal-metodu ta’ ttestjar u aspett wiehed ta’ “rilevanza.” It-terminu spiss jintuza b'mod alternanti ma’
“konkordanza”, biex ifisser il-proporzjon ta’ rizultati pozittivi ta’ metodu ta’ ttestjar.

Sustanza ta’ riferiment: Sustanza uzata bhala standard ghal paragun ma’ sustanza tat-test. Sustanza ta’ riferiment ghandu
jkollha l-proprjetajiet li gejjin; (i), sors(i) konsistenti u affidabbli; (ii), xebh strutturali u funzjonali mal-klassi ta’ sustanzi li
jkunu qed jigu ttestjati; (iii), karatteristici fizici/kimici maghrufa; (iv), dejta ta’ appogg dwar effetti maghrufa; u (v), potenza
maghrufa fl-iskala tar-reazzjoni mixtieqa

Kornea: Il-parti trasparenti tal-parti ta’ quddiem tal-boc¢ca tal-ghajn li tkopri l-habba tal-ghajn u l-pupilla u thalli d-dawl
jghaddi ghal gol-parti interna tal-ghajn.

Opacita tal-kornea: Kejl tal-estensjoni tal-opacita tal-kornea wara esponiment ghal sustanza tat-test. Zieda fl-opacita tal-
kornea hija indikattiva ta’ hsara fil-kornea.

Nefha fil-kornea: Kejl oggettiv fit-test tal-ICE tal-estensjoni tad-distensjoni tal-kornea wara esponiment ghas-sustanza tat-
test. Din tigi espressa bhala percentwal u kkalkulata mill-ewwel kejl (qabel l-iddozar) tal-hxuna tal-kornea u l-hxuna
rregistrata fintervalli regolari wara esponiment ghall-materjal tat-test, fit-test tal-ICE. Id-dags tan-nefha tal-kornea huwa
indikattiv ta’ hsara fil-kornea.

Kategorija tal-EPA 1: Korruziv (qerda irriversibbli tat-tessut tal-kornea) jew involviment tal-kornea jew irritazzjoni li
tippersisti ghal aktar minn 21 jum (1).

Kategorija tal-UE R41: Produzzjoni ta’ hsara fit-tessut tal-ghajn, jew thassir fiziku serju tal-vista, wara l-applikazzjoni ta’
sustanza tat-test fuq is-superfi¢je anterjuri tal-ghajn, li ma jkunx kompletament riversibbli fi zmien 21 jum mill-appli-
kazzjoni (2).

Rata ta’ negattivi foloz: Il-proporzjon tas-sustanzi pozittivi kollha identifikati b’'mod falz bhala negattivi permezz ta’
metodu ta’ ttestjar. Dan huwa wiehed mill-indikaturi tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar.

Rata ta’ pozittivi foloz: ll-proporzjon tas-sustanzi negattivi kollha identifikati b'mod falz bhala pozittivi permezz ta’
metodu ta’ ttestjar. Dan huwa wiehed mill-indikaturi tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar.

Zamma tal-fluworexxina: Kejl suggettiv fit-test tal-ICE ta’ kemm is-sodju tal-fluworexxina jinzamm mi¢-celluli tal-epitelju
fil-kornea wara l-esponiment ghas-sustanza tat-test. L-ammont ta’ fluworexxina li jinzamm huwa indikattiv tal-hsara fI-
epitelju tal-kornea.

GHS (Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u I-Ittikettar ta’ Sustanzi Kimici): Sistema li tipproponi
ambjentali, u tindirizza l-elementi ta’ komunikazzjoni korrispondenti, bhal pittogrammi, kliem ta’ twissija, dikjarazzjonijiet
ta’ periklu, dikjarazzjonijiet ta’ prekawzjoni u skedi ta’ taghrif dwar is-sikurezza, sabiex jitwassal taghrif dwar l-effetti
avversi bil-ghan li n-nies ikunu protetti (inkluzi min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-konsumaturi u l-haddiema
tal-emergenza) u l-ambjent (3).

Kategorija tal-GHS 1: Produzzjoni ta’ hsara fit-tessut tal-ghajn, jew thassir fiziku serju tal-vista, wara l-applikazzjoni ta’
sustanza tat-test fuq is-superficje anterjuri tal-ghajn, li ma jkunx kompletament riversibbli fi zmien 21 jum mill-appli-
kazzjoni (3).

Periklu: Proprjetd inerenti ta’ agent jew sitwazzjoni li ghandha l-potenzjal tikkawza effetti avversi meta organizmu,
sistema jew (sub) popolazzjoni jigiftigi espost(a) ghal dak l-agent.
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Kontroll negattiv: Replikazzjoni mhux trattata li fiha I-komponenti kollha tas-sistema tat-test. Dan il-kampjun jigi
processat b’kampjuni ttrattati bis-sustanza tat-test u kampjuni ta’ kontroll ohra sabiex jigi ddeterminat jekk is-solvent
ikollux interazzjoni mas-sistema tat-test.

Sustanzi li mhumiex irritanti: Sustanzi li mhumiex ikklassifikati bhala Kategorija L, 11, jew III tal-EPA; Kategorija R41 jew
R36 tal-UE; jew Kategorija tal-GHS 1, 2A, jew 2B irritanti tal-ghajnejn (1)(2)(3).

Sustanza korruziva ghall-ghajnejn: (a) Sustanza li tikkawza hsara irriversibbli fl-ghajnejn. (b) Sustanzi li huma kklassi-
fikati bhala Kategorija 1 tal-GHS, Kategorija I tal-EPA, jew Kategorija R41 tal-UE irritanti ghall-ghajnejn (1) (2) (3).

Irritant ghall-ghajnejn: (a) Sustanza li tipproduci bidla riversibbli fl-ghajn wara li tigi applikata fuq is-superfi¢je anterjuri
tal-ghajn; (b) Sustanzi li mhumiex ikklassifikati bhala Kategorija II jew III tal-EPA; Kategorija tal-UE R36; jew Kategorija
tal-GHS 2A, jew 2B irritanti tal-ghajnejn (1)(2)(3).

Irritant sever ghall-ghajnejn: (a) Sustanza li tikkawza hsara fit-tessut tal-ghajn wara li tigi applikata fuq is-superfije
anterjuri tal-ghajn u li ma tkunx riversibbli fi Zmien 21 jum tal-applikazzjoni jew tikkawza thassir fiziku serju tal-vista. (b)
Sustanzi li huma kklassifikati bhala Kategorija 1 tal-GHS, Kategorija I tal-EPA, jew Kategorija R41 tal-UE irritanti ghall-
ghajnejn (1) (2) (3).

Kontroll pozittiv: Replikazzjoni li jkun fiha I-komponenti kollha ta’ sistema tat-test u trattata b’sustanza li jkun maghruf
li tikkawza reazzjoni pozittiva. Sabiex jigi zgurat li l-varjabilita fir-reazzjoni tal-kontroll pozittiv tista’ tigi vvalutata tul iz-
zmien, id-dags tar-reazzjoni severa ma ghandux ikun eccessiv.

Affidabilita: Qies ta’ kemm metodu ta’ ttestjar jista’ jitwettaq b'mod riproducibbli fil-laboratorji u bejn il-laboratorji tul iz-
zmien, meta jitwettaq skont l-istess protokoll. Tigi vvalutatata bil-kalkolu tar-riproducibilita fil-laboratorju u bejn labo-
ratorju u iehor u r-ripetibilita fil-laboratorju.

Mikroskopju tal-kornea (slit-lamp microscope): Strument li jintuza biex I-ghajn tigi ezaminata b'mod dirett taht I-
ingrandiment ta’ mikroskopju binokulari billi johloq immagni dritta u stereoskopika. Fil-metodu ta’ ttestjar ICE, dan I-

hxuna tal-kornea bapparat li jitwahhal mal-istrument u li jkejjel il-fond.

Kontroll ta’ solvent/midjum: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti kollha tas-sistema tat-test, inkluz is-solvent jew
il-midjum i jigi pprocessat mas-sustanza tat-test trattata u kampjuni ta’ kontroll ohra sabiex tigi stabbilita l-ewwel
reazzjoni ghall-kampjuni trattati mis-sustanza tat-test mahlula fl-istess solvent jew midjum. Meta jigi ttestjat ma’ kontroll
negattiv konkorrenti, dan il-kampjun juri wkoll jekk is-solvent jew il-midjum ikollux interazzjoni mas-sistema tat-test.

Ittestjar imtarrag: Strategija ta’ ttestjar pass pass fejn it-taghrif kollu dwar sustanza tat-test jigi analizzat fordni specifika,
permezz ta’ process fejn titgies l-evidenza fkull livell sabiex jigi ddeterminat jekk hemmx bizzejjed taghrif disponibbli ghal
decizjoni ta’ klassifikazzjoni ta’ periklu, qabel ma wiehed jghaddi ghal-livell li jmiss. Jekk il-potenzjal li sustanza tat-test
tikkawza irritazzjoni jista’ jigi assenjat abbazi ta’ taghrif ezistenti, ma jkun mehtieg l-ebda ttestjar ichor. Jekk il-potenzjal li
sustanza tat-test tikkawza irritazzjoni ma jkunx jista’ jigi assenjat abbazi tat-taghrif ezistenti procedura ta’ ttestjar
sekwenzjali pass pass ghandha titwettaq fuq l-annimali sakemm tkun tista’ ssir klassifikazzjoni mhux ekwivoka.

Metodu ta’ ttestjar ivvalidat: Metodu ta’ ttestjar li ghalih ikunu tlestew studji ta’ validazzjoni sabiex tigi ddeterminata r-
rilevanza (inkluza l-akkuratezza) u l-affidabilita ghal ghan specifiku. Huwa importanti li wiehed jinnota li metodu ta’
ttestjar ivvalidat jista’ jkun li ma jkollux rendiment tajjeb bizzejjed ftermini ta’ akkuratezza u affidabilita sabiex jinstab
accettabli ghall-ghan propost.

Importanza tal-evidenza: Il-process fejn jitgiesu l-qawwiet u d-dghufijiet ta’ bicciet ta’ informazzjoni varji sabiex tint-
lahaq u tigi appoggata konkluzjoni rigward il-potenzjal ta’ sustanza li tkun ta’ periklu.
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Appendici 2

SUSTANZI KIMICI TA’ PROFICJENZA GHALL-METODU TA’ TTESTJAR ICE

Qabel l-uzu ta’ rutina ta’ metodu ta’ ttestjar li jaderixxi ma’ dan il-metodu ta’ ttestjar, il-laboratorji jista’ jkun li jkunu
jixtiequ juru l-profi¢jenza teknika billi jidentifikaw b'mod korrett il-klassifikazzjoni tal-korruzivita ghall-ghajnejn ta’ 10
sustanzi rrakkomandati fit-Tabella 1. Dawn is-sustanzi ntghazlu biex jirrapprezentaw l-iskala ta’ reazzjonijiet ta’ irritazz-
joni/korruzjoni fl-ghajn, li hija bbazata fuq ir-rizultati mit-test in vivo fuq ghajnejn il-fniek (TG 405) (i.e., il-Kategoriji 1,
2A, 2B, jew Mhux Ikklassifikata jew Ittikkettata skont il-GHS tan-NU) (3)(7). Madankollu, meta jitiqies kemm dawn I-
assaggi huma utli b'mod li huwa vvalidat (i.e., biex jigu identifikati sustanzi korruzivifirritanti severi ghall-ghajnejn), hemm
biss zewg rizultati ghall-finijiet ta’ klassifikazzjoni (sustanza korruziva/irritant sever jew sustanza mhux korruziva/irritant
mhux sever) biex tintwera l-profi¢jenza. Kriterji ohra tal-ghazla kienu li s-sustanzi jkunu disponibbli b'mod kummerdjali,
ikun hemm disponibbli dejta ta’ referenzi ta’ kwalita gholja in vivo, u li jkun hemm dejta ta’ kwalita gholja miz-zewg
metodi in vitro li ghalihom gqeghdin jigu zviluppati I-Linji Gwida ghall-Ittestjar. Ghal din ir-raguni, sustanzi irritanti
ntghazlu mil-lista rrakkomandata mill-ICCVAM ta’ 122 sustanza ta’ referenza ghall-validazzjoni ta’ metodi ta’ ttestjar
ta’ tossicita ghall-ghajnejn in vitro (ara l-Appendici H, Lista ta’ Sustanzi ta’ Referenza Rrakkomandati mill-ICCVAM)(4). Id-
dejta tar-referenzi hija disponibbli fid-Dokumenti ta” Analizi tal-Isfond tal-ICCVAM ghall-metodi ta’ ttestjar tal-Opacita u
tal-Permeabilitd tal-Kornea tal-Bovini (BCOP) u I-ICE (18) (19).

Tabella 1

Sustanzi rrakkomandati biex tintwera profi¢jenza teknika mal-ICE

Sustanza kimika CASRN Klassi Kimika (') Forma Fizika KlaSSigl;}aoz(sz;) ni In Klassifikazzjoni In Vitro ()
Klorur tal-benzal- | 8001-54-5 Kompost ta’ Likwidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lrritant
konju (5 %) onju Sever
Kloressidin 55-56-1 Ammin, Solidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lrritant

Ammidin Sever
Acidu  dibenzojl-L- |  2743-38-6 Acidu karbos- Solidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lrritant
tartariku siliku, Ester Sever
Imidazol 288-32-4 Eterocikliku Solidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/Irritant
Sever
Acidu trikloroacetiku 76-03-9 Acidu Likwidu Kategorija 1 | Sustanza Korruziva/lrritant
(30 %) karbossiliku Sever
2,6-diklorobenz-ojl 4659-45-4 Alid acil Likwidu Kategorija 2A | Sustanza mhux korruziva/
klorur Irritant mhux sever
Etil-2-metilaceto- 609-14-3 Keton, Ester Likwidu Kategorija 2B | Sustanza mhux korruziva/
acetat Irritant mhux sever
Nitrat tal-ammonju 6484-52-2 Melh Solidu Kategorija 2A | Sustanza mhux korruziva/
inorganiku Irritant mhux sever
Glicerol 56-81-5 Alkohol Likwidu Mhux tikkettat | Sustanza mhux korruziva/
Irritant mhux sever
n-essan 110-54-3 Idrokarbonju Likwidu Mhux tikkettat | Sustanza mhux korruziva/
(aciliku) Irritant mhux sever

Tagsiriet: CASRN = Numru tar-Registru tas-Servizz tat-Tagsiriet tas-Sustanzi Kimici

(") Klassijiet kimici gew assenjati lil kull sustanza tat-test li tuza skema ta’ klassifikazzjoni standard, abbazi tas-sistema ta’ klassifikazzjoni
tal-librerija nazzjonali tal-intestaturi tas-suggetti medici tal-medicina (MeSH) (disponibbli fuq http/fwww.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Abbazi tar-rizultati mit-test in vivo fuq ghajnejn il-fniek (OECD TG 405) u bl-uzu tal-GHS tan-NU (3)(7).

(%) Abbazi tar-rizultati fil-BCOP u I-ICE.
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Appendici 3

Dijagrammi tal-apparat tas-superfuzjoni ICE u l-klampi tal-ghajnejn

(Ara Burton et al. (17) ghal deskrizzjonijiet ¢enerici addizzjonali tal-apparat tas-superfuzjoni u I-klampi tal-ghajnejn)

NRU TAL-OGGETT | DESKRIZZJONI

1 ZBOKK GHALL-ILMA SHUN

2 BIEBA TIZZERZAQ

3 APPARAT TAS-SUPERFUZJONI

4 STRUMENT GHAT-TKEJJIL OTTIKU

5 FTUH GHAD-DHUL TAL-ILMA SHUN
6 SOLUZZJONI TA’ ILMA BIL-MELH

7 ILMA SHUN

8 FTUH GHAD-DHUL TAL-ILMA BIL-MELH
9 KOMPARTIMENT

10 APPARAT FEJN TITQIEGHED L-GHAJN
11 GHAJN TA’ TIGIEGA

12 ZBOKK GHALL-ILMA BIL-MELH

13 VIT LI JIFFISSA FIL-POST

14 ID TA’ FUQ AGGUSTABBLI

15 ID TA’ ISFEL FISSA”

APPARAT FEJN TITQIEGHED L-GHAJN




