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基孔肯尼雅病毒疫苗株风险评估文件
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一、菌（毒）种基本特征
（一） 评估病原微生物分类与实验室及实验活动依据

根据我国《人间传染的病原微生物名录》中的有关规定，基孔肯尼雅病毒的危害程度为第二类，病毒培养等操作需在BSL-3级别生物安全实验室内进行，但本中心所用病毒株为疫苗株，故可以在BSL-2级别生物安全实验室内操作。

病原体的生物学特性
1.分类与起源

基孔肯尼雅病毒（chikunganiya virus ，CHIKV）属于披膜病毒科，甲病毒属，是一种关节炎病毒，1952 - 1953年在坦桑尼亚南部省份初次分离出来。最初的爆发只是局部的，并且是低强度的。在中断了几十年之后，该病毒的重新出现，使其发展成为全球主要的公共卫生关注点。

2. 形态特征：
该病毒属于披膜病毒科甲病毒属，为有包膜，单股正链RNA病毒病毒直径约70nm。

谱系：根据基因型和抗原特征分为四个谱系：西非谱系，亚洲谱系，东、中和南非（ECSA）谱系和印度洋（IO）谱系，此谱系源自ECSA谱系。
3. 遗传特性

基孔肯尼雅病毒（CHIKV）是一种单股正链你RNA病毒，基因组长度约为11-12kb。基因组由两个开放阅读框（ORF）组成：一个编码非结构多蛋白，其被翻译后加工成四个非结构蛋白（nsP1-4），与病毒RNA的合成以及亚基因组RNA的产生有关。非结构蛋白最初是nsP123和nsP1234这两个多聚蛋白，经过nsP2 C末端木瓜蛋白酶样蛋白酶切割后成为4个蛋白，nsP1具有甲基化和鸟苷酸转移酶活性，棕榈酰化后，与复制复合物结合到膜上。nsP2的N-末端结构域含有解旋酶，ATP酶，GTP酶，甲基转移酶和5'三磷酸酶活性。nsP3存在于复制复合物和细胞质而非膜颗粒中，其具体功能还不清楚， nsP4是RNA依赖的RNA聚合酶；第二个编码结构蛋白，被用来加工并形成病毒颗粒，包括capsid、E3、E2、6K/TF和 E1。E1、E2这两个糖蛋白嵌入宿主来源的纸质双分子层，将病毒基因组RNA包裹起来，形成一个核衣壳核心，进而形成感染性病毒颗粒。RNA基因组与240个拷贝的衣壳蛋白结合形成二十面体核衣壳。由结构性ORF的5'区域编码的衣壳蛋白的羧基末端部分具有丝氨酸蛋白酶活性，因此衣壳蛋白能够从结构多聚蛋白上自动水解切割。，衣壳蛋白的N-末端区域是蛋白质的多聚化形成核衣壳所必需的，并且该区域还包含对于基因组的衣壳化至关重要的高度带正电荷的RNA结合结构域。N末端的信号基序在衣壳蛋白的核质易位和核仁靶向中也是重要的。

本分中心所用的CHIKV疫苗株是从Addgene所购基因，经体外转录转染Hela后产生的病毒颗粒，经验证，产生的CHIKV在Huh7.5.1和Hela细胞中能高效稳定地感染，扩增和传代。CHIKV感染导致病毒传播到各种重要器官如肝脏，脾脏，淋巴结，皮肤，肌肉，骨骼和中枢神经系统。病毒进入这些组织导致先天免疫细胞：单核细胞，巨噬细胞，嗜中性粒细胞，天然杀伤细胞和CD4以及CD8 T细胞谱系的适应性免疫细胞的浸润，故此病毒可感染各种类型的细胞。CHIKV的主要传播载体为埃及伊蚊和白纹伊蚊，且不能使它们致病，故CHIKV不能感染蚊子细胞使其死亡，但能在蚊子中扩增和传代。
4. 宿主

在病毒传播期间，猴子，啮齿类和鸟类作为病毒的储存宿主，而在病毒流行时，人替代其他宿主，作为主要宿主。小鼠和灵长类动物已被作为研究该病毒的动物模型。
5. 微生物的致病性、传染性

5.1传染源 

（1）蚊子是主要的传染源 

（2）患者

5.2传播途径

    CHIKV已建立的传播模式为动物、城市、医院和垂直传播，CHIKV的传播方式为蚊虫叮咬和经血传播。已经报道过的传播有针刺受伤、献血和眼角膜移植等。在留尼汪岛流行期间，约有48.7%人口的垂直传播。另外蚊虫叮咬是主要的传播方式，因此对传播媒介的有效控制是限制该病毒传播的重点。

5.3 易感人群

一般来说，人群普遍易感，无论年龄、性别、种族，均对此病毒易感。

6. 微生物在环境中的稳定性

  CHIKV对理化因素的抵抗力较弱，对酸、热、脂溶剂、去污剂、漂白粉、酚、75%酒精和甲醛敏感。
感染途径
自然感染途径
主要传播途径是血源性传播，携带CHIKV的蚊虫叮咬是主要传播方式，皮肤及粘膜外伤暴露以及输血等均可引起感染，另外垂直传播也是重要的传播途径。
实验室操作所致的其他感染途径
实验室人员从事病毒的检测、病毒培养及分离、病毒灭活及相关的其他试验等工作过程中，因实验操作而造成实验室感染而非自然途径感染的机会比较多。例如：对感染性材料的处理而导致皮肤和眼睛感染；实验过程中破损器皿的刺伤，使用锐器不当造成的扎伤而引起经血液感染等，均有可能。因实验使用的基孔肯尼雅病毒疫苗株，本身不涉及感染情况。可能在转染RNA至Hela细胞产毒和扩毒的过程中，存在实验操作而造成实验室感染而非自然途径感染的机会。
二、微生物的致病性和感染剂量
（一）致病性

1. 致病机制

蚊虫叮咬、针刺、外伤等暴露于污染血液或样本可感染CHIKV。

CHIKV感染的人成骨细胞显示IL-6和RANKL的表达增加和骨保护蛋白（OPG）的表达减少，OPG是RANKL的诱饵受体。改变滑膜中RANKL / OPG比例导致滑石形成增加，这些变化类似于类风湿性关节炎的发病机制。 CHIKV病毒持续存在于感染个体的滑膜成纤维细胞和成骨细胞中。一旦感应到病毒后，成纤维细胞产生IL-6和MCP-1，单核细胞或巨噬细胞被募集到感染部位。病毒在巨噬细胞中复制，其反过来分泌促炎细胞因子IL-1β，TNF-α和IL-17。这些促炎细胞因子和RANKL诱导慢性感染个体中的破骨细胞形成，骨质疏松和腐蚀。
2. 临床表现

CHIKV可以感染任何性别的任何年龄组。潜伏期在3至7天之间。急性基孔肯雅热最常见的是发热（92％），关节痛（87％），背痛（67％）和头痛（62％）。其他不太常见的临床表现包括皮疹，皮疹，口腔溃疡，色素沉着过度和剥脱性皮炎等表现。少部分人可能会有畏光，后眶疼痛，呕吐，腹泻和脑膜脑炎特征，特别是在儿科年龄组。发热可持续3-5天，体温逐渐升高。多发性关节痛在发热后2至5天开始，可能涉及多个关节。关节痛在大多数情况下是对称的，主要涉及远端关节，包括手（50至76％），手腕（29至81％）和踝关节（41至68％）。在40-75％的患者中可以看到皮肤表现异常。最常见的是出现斑丘疹，主要影响四肢和躯干，但也可能涉及面部。体检可以显示围关节水肿或肿胀，在32-95％的病例中可见。除此之外，还报道过淋巴结病（9-41％）和结膜炎。
（二）诊断、治疗与预防
1.诊断

    目前可用于诊断CHIKV的方式包括病毒培养，病毒抗原，核酸和抗CHIKV IgM和IgG抗体检测。病毒培养和从感染患者的血细胞中分离是诊断的金标准。然而，这种技术是繁琐的，通常仅在具有生物安全水平（BSL）三级的高级中心进行。在感染10天后，抗CHIKV IgM在患者的血液中升高，并保持升高3-6个月。抗CHIKV IgG在感染2周后才可检测，并保持升高6个月。ELISA和免疫色谱测试是用于估计血液中CHIKV滴度的两种常用技术。通过核酸检测技术，例如逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）和实时环介导的等温扩增（RT-LAMP）方法，可以对CHIKV进行早期诊断。
2. 感染的抗病毒治疗

急性CHIKV的治疗主要是症状性的，如镇痛药，解热药和非甾体抗炎药（NSAID）。 到目前为止，还没有疫苗或抗病毒药物被批准用于CHIKV的临床治疗。

3. 预防  

疫苗预防是控制染病流行最为有效的手段，关于CHIKV疫苗的研究一直是各国学者研究的重点方向，主要包括灭活疫苗、减毒活疫苗、亚单位疫苗、VLP（病毒样颗粒）、DNA疫苗、嵌合疫苗等，目前均已取得了很大的进展。但大多数尚处于实验室研究阶段，仅有少数进入了临床试验阶段。
三、风险控制与分析

（一）实验活动可能产生危害处理

1. 标本处理时，动作要轻柔勿剧烈操作，以防止产生气溶胶和液体溅出。

2. 漂洗时液体溅出平皿：在平皿的下面铺含有0.5%次氯酸钠纱布。

3. 细胞样本在漂洗时液体溅出平皿：在平皿的下面铺含有0.5%次氯酸钠纱布。
4. 病毒在进行稀释过程中：病毒与溶液混合时，TIP头或吸管距离液面较远，进行吹打，产生气溶胶。因此在进行病毒稀释时，吸管或TIP头在溶液中进行吹打。

5. 病毒稀释时：前稀释度的溶液向下一个浓度稀释管移液时，有可能将病毒溶液滴落在管壁和管口上或生物安全柜的台面，手接触感染材料。若滴落在生物安全柜台面应及时消毒处理。若手接触感染材料，用75%的酒精消毒后脱去最外层的手套，换一副新手套，并用75%的酒精纱布擦试管壁，将污染的纱布放在医用垃圾袋内，进行高压处理。
6. 病毒接种细胞：在将病毒加入到培养皿或培养瓶中时，有可能将病毒溶液滴落在生物安全柜的台面或其他地方，手接触感染材料，可能会有气溶胶的产生。应及时进行消毒处理，并换新手套，75%酒精擦拭。另外操作过程要尽量轻柔，尽可能更少的产生气溶胶。病毒样品在离心时，离心管破裂：在没有密闭离心桶的离心机里，当离心机正在运行时含有潜在危险物的小管发生破裂或怀疑破裂时，应关闭动力并保持离心机盖关闭30min。如果在机器停止运行后发生了破裂，应立即关闭离心机盖并保持30min，以上两种情况都应该通知生物安全员。在随后的清理过程中，应在一次性手套外再加戴结实的手套，夹取碎片时要用镊子或垫着棉花的镊子。所有破裂的管子、玻璃碎片、桶、套管及转轴都应放到对该种微生物有效的无腐蚀性的消毒剂里，放置24h后高压，未破碎的有盖的管子可单独放到含有消毒剂的容器里，60min后再开盖。离心杯应使用适当浓度的同种消毒剂擦拭，过夜后再进行擦拭，并用水洗净后干燥，清扫用的所有物品都应视为污染废弃物对待。

7. 在有密闭离心桶的离心机里，在密闭离心桶内的管子破裂时，所有密闭的离心桶应该在生物安全柜里装载和卸载，如果怀疑有管子破裂，应打开盖子，且使之松散地扣着并高压。

8. 如果皮肤上溅落了污染物，立即用肥皂和水清洗受污染的区域，千万不要刮擦；如果有腐蚀性或刺激性的液体滴落在皮肤上，立即需要用大量的清水来清洗。如有必要，立即洗澡，并报告安全员和分中心主任，以便采取进一步措施。

9. 如果皮肤破损或被锐器割伤，请用力挤压伤口使血液流出，然后用大量清水清洗，并报告安全员和实验室主任，以便采取进一步措施。

10. 如果液体溅入眼睛，立即用大量轻水冲洗，不要揉眼睛，至少冲洗10min。如损伤严重需要进一步到医院眼科进行治疗，并报告安全员和分中心主任，以便采取进一步措施。

11.  如果衣物发生了污染，需要将受污染的衣物迅速脱下，放入高压袋，以避免污染皮肤，并且避免进一步污染周围的环境，并报告安全员和分中心主任，以

便采取进一步措施。
（二）感染性材料使用、管理的风险分析
1. 根据我国《人间传染的病原微生物名录》中的有关规定，CHIKV的危害程度为第二类，病毒培养等操作需在BSL-3级别生物安全实验室内进行，但本中心所用病毒株为疫苗株，故在BSL-2级别生物安全实验室内操作即可。

2. 保藏分中心管理实行双人双锁负责制，管理人员经生物安全二级实验室正规培训合格，所生物安全委员会批准上岗。

3. 毒株管理实行全程控制（包括自动监控和影像监控），从样品采集、毒株制备、包装、交流、运输、交接、登记、使用、性状鉴定、传代、保存、销毁等环节均应严格控制。

4. 毒株库内有-80℃、液氮保存，随时可以将出现异常的冰箱内保存的毒种移入备用冰箱。当实验室发生人为破坏或偷盗时，保安人员（或值班人员）应立即响应紧急预案。
（三）个人防护用品 

1. 需要在BSL-2实验室中进行的工作，采取符合BSL-2要求的个人防护：

病毒的分离与培养、中和试验。

病毒的收集、浓缩与纯化。

病理组织的感染性操作，如冰冻切片等。

大规模的血清学检测及感染样品的灭活处理。

电镜标本的固定。
样品的固定、灭活、包装、分装等应在BSL-2实验室的生物安全柜中进行。

在BSL-2进行基孔肯尼雅病毒的相关实验，工作人员采用二级生物安全实验室的防护措施，在不出现意外事故的情况下，病毒对工作人员造成感染的风险是相当低的。

需要在BSL-1实验室中进行的工作，采取符合BSL-1要求的个人防护：

血液、血清、粪便等样品的常规或免疫学检测。

用于PCR检测的上述样品处理应在PCR安全柜中进行。

可能产生气溶胶的样品应在生物安全柜中进行。

病理学检查和处理经福尔马林固定或其他方法灭活的组织。

（四）消毒方法选择与感染性废弃物处理评估
根据CHIKV对理化因素的抵抗力较弱，对酸、热、脂溶剂、去污剂、漂白粉、酚、75%酒精和甲醛敏感的理化性质，保藏分中心的废弃物可以选择物理灭菌（高压灭菌）处理方法；保藏分中心内的设备、设施等可选择化学消毒方法。如75%酒精、有效氯含量为0.5%的84消毒液等。

（五）人员素质与要求评价
保藏实验室人员素质

保藏分中心人员应经过考察表明政治可靠、工作积极、作风正派。均应接受过病毒操作技术与实验安全的系统培训，并经考察确认适合现岗位工作。

生物安全及专业技术培训

保藏分中心根据本部门当前及将来业务开展的需要，组织制定人员培训计划。在常规微生物操作技术培训的基础上，还应进行消防和预备状态、化学品安全、生物危险和传染预防、救治指南、紧急医学处理措施等；所有工作人员都应熟悉病原微生物污染或割、刺伤等意外情况时应采取的处理措施。应通过理论和实际操作考核评估每个工作人员对提供给其信息的理解能力。

保藏分中心应组织培训考核，并颁发相应岗位资格证书；对所有新进入保藏分中心工作的各类人员必须进行上岗前安全知识考核，考核结果作为上岗必备条件之一。

保藏分中心负责人应熟悉基孔肯尼雅病毒操作工作中易于发生风险的各个环节，并有处理实验室事故的实际经验。

禁忌人群
从事基孔肯尼雅病毒研究的实验室工作人员必须在身体状况良好的情况下，才能进入实验室工作，出现下列情况，不能进入：患发热性疾病；感冒、上呼吸道感染、或其他导致抵抗力下降的情况；妊娠、已经在实验室控制区域内连续工作4小时以上，或其他原因造成的疲劳状态。
实验室人群症状检测

工作人员的监测期从开始进行实验，直至实验结束后半个月，期间应每日早晚测量体温并观察相应症状。若操作者或其所在实验室的工作人员在此期间出现发热、体温高于38℃等类似症状，则应被视为可能发生实验室感染，应立即报告实验室负责人，采取早发现、早报告、早隔离、早治疗以控制管理传染源为主的综合性防治措施。
（六）实验室设施设备风险评估
仪器设备

生物安全柜是为操作原代培养物、毒株以及诊断性样本等具有感染性的实验材料时，用来保护操作者本人、实验室环境以及实验室材料，使其避免暴露于上述操作过程中可能产生的感染性气溶胶和溅出物而设计的负压过滤排风柜。

凡涉及毒株、送检样品装入、取出、开包装等操作，都应在生物安全柜内进行。避免在生物安全柜内存放非必要物品及设备。尽量避免使用离心机、搅拌器等能产生紊乱气流的设备；一定要用时要防止在靠近安全柜的背板附近，当使用这些设备时，停止其他工作。清洁消毒要做到每次操作后擦拭安全柜内表面；进行维修更换前，需用过氧化氢熏蒸。生物安全柜应每年定期维护，具备资格的专业技术人员每年检查并校验生物安全柜压力表和其他指标。

实验室设施

BSL-2实验室内部处于负压环境，可以防止在意外事件中溢散的病毒随人员出入扩散到室外。按照规定定期更换滤器，可防止因滤器损坏造成的扩散，应定期检查实验室的安全情况，可以及时发现病原体在实验室内部的污染，并及时采取消毒措施。

实验室气流方向保持稳定向下，没有横向气流与稳流，当在发生造成病毒气溶胶的意外事件时，可使吸入感染的几率明显下降。

评估结论
在进行活病毒疫苗株的操作时，需要二级生物安全实验的防护措施进行防护。

在进行基孔肯尼雅病毒疫苗株效价测定、中和抗体检测试验，按照二级生物安全实验的防护措施防护。

进行抗体检测试验时，包被N蛋白抗原，灭活病人血清，在一级实验室操作即可。

基孔肯尼雅病毒疫苗株RNA的提取试验，实验用的是培养液标本，采用裂解试剂进行处理。需要二级生物安全实验室的防护措施。

对于病毒做载体的重组体的试验，一般原则上不做。

6. 利用基孔肯尼雅病毒疫苗株做动物摸型，在BSL-2实验室
7. 个人防护参照相应级别实验室要求进行，在生物安全二级实验室活动应佩戴口罩、防护帽等头面部防护装备；

8. 病毒培养物按照A类感染性物质进行包装运输，其他感染性物质按照B类包装运输，并按照《可感染人类的高致病性病原微生物菌（毒）种或样本运输管理规定》进行审批；

9. 积极的预防及防护是预防实验室污染的最有效办法。从事相关病毒的工作人员必须经过生物安全培训并取得相应资质，在身体健康状况良好的情况下准入。在定点医院保健就医，是防止实验室发生感染后扩散到社会的重要措施；

10. 实验操作中常以75%酒精和有效氯含量为0.5%的84消毒液清除实验室污染。
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