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肠道病毒风险评估文件
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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
本评估文件主要是针对小RNA科，肠道病毒属进行评估，主要包括脊髓灰质炎病毒，柯萨奇病毒，肠道病毒71型，肠道病毒68型。
根据《人间传染的病原微生物名录》中的有关规定，肠道病毒生物危害属于三类。肠道病毒活病毒的操作都必须在生物安全二级实验室内进行，包括动物模型来源标本处理，病毒分离、组织培养、TCID50测定等。
（二）病原体的生物学特性
1. 概述
肠道病毒（Enterovirus简称EV）主要包括脊髓灰质炎病毒，柯萨奇病毒，肠道病毒71型，肠道病毒68型等200多个血清型，不同肠道病毒发现的年份及地域不同，该类病毒分布于世界各地，在热带和亚热带全年都有，在温带夏季多见，在温暖，潮湿、卫生条件差，人群拥挤的地区发病率高。1974年Schmidt等人首次报道从美国加利福尼亚爆发的表现为神经系统疾病的患者中分离病毒。随后，世界上许多国家相继报道了EV病毒在不同地区的流行情況，目前已知EV的感染可以导致手足口病(hand，foot and mouth disease，HFMD)、无菌性脑膜炎(asepic meningitis)、脑炎(encephalitis)和脊髓灰质炎样的麻痹性疾病(poliomyelitis-like paralysis)等多种与神经系统相关的疾病。近年来，世界各国以及我国大陆及其周边地区由 EV病毒感染所导致疾病的暴发越来越多(1998年，台湾地区暴EV的大流行，约有300,000以上的人被感染。）因此，有关EV病毒生物学特性、致病机制、诊断和预防的研究日益受到卫生防疫人员的重视。
2基因组及编码产物
EV属于小RNA病毒科，肠道病毒属的成员，其基因组为单股正链RNA，长约7.411kb，腺嘌呤核苷駿和尿嘧啶核苷酸丰富((A+U=52.8)。它与其他肠道病毒的基因组一样，在3'末端有多聚腺苷酸(poly A）尾，而其5'末端共价结合有一个小分子遗的蛋白（VPg)。病毒的单链RNA具有感染性（病毒裸露RNA的感染性仅为病毒颗粒的百万分之一），如果去除3'末端的多聚腺苷酸尾或基因组出现断裂，感染性便消失。相对而言，其5'末端连接的蛋白质对病毒的感染性没有明显的影响。
3 病毒形态
EV毒粒大致成球形，无包膜和突起，直径24-30nm，EV型病毒基因组编码的分子量分别为34kD、30 kD、26KD和7 kD多肽，VP1（α）、VP2（β）、VP3γ和VP4（δ），构成原聚体，后者再拼装成具有五聚体样的结构亚单位（pentameric unit），60个亚单位通过各自的结构域，相互连接，最终形成病毒的外壳。 VP1、VP2、VP3三个多肽暴露在外，VP4在病毒粒内侧病毒核心紧密连接。
4培养特性
肠道病毒只能在人或猴细胞中生长，敏感的细胞培养中易于分离。来源于人横纹肌肉瘤细胞（RD）以及猴肾细胞（Vero）为EV敏感细胞株，来源于人宫颈癌细胞（HeLa）为EV68敏感细胞株。来源于人横纹肌肉瘤细胞（RD）以及猴肾细胞（Vero）为柯萨奇病毒敏感细胞株，来源于人胚肺二倍体细胞（KMB17）为脊髓灰质炎病毒敏感细胞株。推荐同时使用几种敏感细胞做病毒培养。
5.宿主和易感人群
目前人类是EV的唯一已知宿主，主要是儿童。也有人从马和牛中分离到肠道病毒。
一般来说主要是儿童易感。
6. 微生物在环境中的稳定性
EV病毒的生存能力较强，耐温性能较好，但大部分肠道病毒在42℃失活，但是由于某些试剂的保护作用，EV病毒能够在50℃的环境中生存，可以使用巴氏灭菌法对肠道病毒进行灭活。
EV病毒能够抵抗大多数消毒剂，包括70%乙醇、5%甲酚皂液、乙醚，脱氧胆酸盐，去污剂以及弱酸有抵抗性；紫外线也可以很快灭活EV病毒，特别是在物体表面；干燥可以使EV病毒滴度大幅下降。
（三）感染途径
1. 自然感染途径
隐性感染者和患者是EV病毒感染的主要传染源。接触传播是EV病毒感染的主要传播方式，其本质包括口-口传播、粪-口传播和皮-口传播，接触传播的关键媒介是易感者的手；污染的水体和食品是导致肠道病毒感染的另一种方式，其本质主要是粪-口传播。此外，包括苍蝇在内的一些昆虫也有可能成为病毒的传播媒介。
2. 实验室操作所致的其他感染途径
实验室人员从事肠道病毒的病毒检测、病毒培养及分离、病毒灭活及相关的其他实验等工作过程中，因实验操作而造成非自然途径感染的机会是很多的。例如：实验过程中气溶胶的吸入造成呼吸道感染；对感染性材料的处理不当而导致眼睛粘膜感染。
二、微生物的致病性和感染剂量
（一）致病性
1. 致病机制
病毒由口腔进入体内，在局部淋巴结和肠道淋巴组织繁殖，排出的病毒通过血液循环到达全身脏器组织，引起相应的症状。组织病理学特点为：皮下疱疹，有多种炎性细胞的浸润和网状组织萎缩等。
2. 感染剂量
对志愿者进行的实验研究表明，采用组织培养技术所能检测出的最低数量的接种病毒都能引起感染发病。
3. 流行特点
EV感染的潜伏期通常为3-7天，EV的流行多见于夏、秋季，多发生于10岁以下儿童，也偶尔见到成人病例的报道。EV在不同时间和不同地区流行所引起的临床症状是多种多样的，患者感染病毒后主要表现为HFMD和疱疹性咽峡炎，个别病例伴有神经系统并发症(嗜睡和无菌性脑炎等，以及心肌炎等)。大部分患者恢复良好，但是也有部分患者死于严重的并发症。婴幼儿(特别是3岁以下的幼儿)和免疫功能低下的成人感染EV病毒后易发生严重的并发症(脑炎、类似于小儿麻痹症候群和肺水肿等)，病死率高，被病毒感染致死的儿童多具有死亡迅速，死亡原因离奇的特点。目前我国大陆EV流行病调查的采样标本主要来源于患者，因此有关我国EV流行与临床表现间的关系还有待于进一步研究。
4. 临床表现
HFMD患者口腔黏膜（以颊黏膜为主，也包括舌、唇、牙龈和咽部黏膜）首先出现溃疡性疱疹（3〜8mm），并伴有低热。随后，患者的手心、手背、足心、足趾侧面甚至手臂或腿部相继出现水痘样疱疹（3〜10mm），这些疱疹能够在2〜3 d后吸收，不留痂。一般情况下，HFMD的病情较轻，病程短，数天后即可自愈，但是个别病例，也会出现肺炎等合并症。
    预后：HFMD患者可获得对同型病毒的免疫力。血淸中的特异性IgM和IgG抗体的滴度相继升高,后者的滴度可在数月至数年内维持在一定的水平，呼吸道和消化道可产生分泌性IgA抗体。
预后通常良好，但可复发。
（二）诊断、治疗和预防
1. 诊断
根据临床表现及患者年龄可以做出诊断，结合中和实验(固定病毒－稀释血清法)和抗原特异性做出诊断。
2.治疗
EV病毒感染患者的治疗主要以对症治疗和抗生素辅助治疗为主。
3.预防
目前，肠道病毒71病毒已有灭活疫苗，是经国家食品药品监督管理总局批准，由中国医学科学院医学生物学研究所自主研发的预防用生物制品。肠道病毒71型（EV71）灭活疫苗（人二倍体细胞），于2016年3月15日首批疫苗获得批签发合格报告，2016年3月22日在北京正式举办了全球首针接种仪式。一般免疫两次。
脊髓灰质炎

 HYPERLINK "https://baike.so.com/doc/5344968-5580413.html" \t "_blank" 疫苗(糖丸)是预防和消灭脊髓灰质炎的有效控制手段。脊髓灰质炎(Poliomyelitis)是由脊髓灰质炎病毒所致的急性传染病，病毒主要侵犯人体脊髓灰质前角的灰、白质部分，对灰质造成永久损害，使这些神经支配的肌肉无力，出现肢体弛缓性麻痹。好发于婴幼儿，故又称小儿麻痹症。本病可防难治，一旦引起肢体麻痹易成为终生残疾，甚至危及生命。
柯萨奇病毒分为AB两种，注射干扰素注射液可有一定的功效，尚未有疫苗报道。此外，预防病毒感染只能从保持个人卫生和环境卫生等方面入手。鉴于病毒的传染性较强，所以在病毒流行地区要避免接触被感染者，避免出入过度拥挤的场所或在公共游泳池游泳，注意个人卫生，不要生吃瓜果和蔬菜。注意保持环境卫生，尽量维持所在环境的千燥和通风防。
风险控制与分析
（一）实验活动可能产生危害处理
1. 实验活动可能产生危害处理
.    实验室人员从事肠道病毒的病毒检测、病毒培养及分离、病毒灭活及相关的其他实验等工作过程中，因实验操作而造成非自然途径感染的机会是很多的。例如：实验过程中气溶胶的吸入造成呼吸道感染；对感染性材料的处理不当而导致眼睛粘膜感染。
2. 动物实验数据
    不同的病毒感染所用的动物模型不同，有报道显示ICR乳鼠可用于EV动物感染实验。
3. 实验操作过程（应在相应等级实验室的生物安全柜中进行）
（1）在进行活病毒的操作时，如鼻、咽式子、血液标本的处理和病毒的分离实验，样品中含病毒浓度不详，需要二级以上生物安全实验的防护措施进行防护。
（2）EV病毒RNA的提取试验，实验用的是鼻、咽拭子。需要二级以上生物安全实验室的防护措施。
（3）在进行CVB3效价测定试验，按照BSL-2级生物安全实验的防护措施防护。本实验室不进行抗体检测试验。
4. 可能出现的危害及预防处置措施：
（1）临床标本进行处理：咽棉拭子在进行挤压时，动作要轻柔，勿剧烈操作，以防止产生气溶胶和液体溅出。
（2）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。
（3）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0.5%次氯酸钠消毒后脱去最外层的手套，换一副新手套，并用0.5%次氯酸钠纱布擦试管壁，将污染的纱布放在医用垃圾袋内，进行高压处理。
（4）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，为防止感染性材料溅出或雾化危害，必须使用面部保护装置(护目镜、面罩)，带双层手套，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。离心机应该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。
（二）感染性材料使用、管理的风险分析
1.根据《人间传染的病原微生物名录》中的有关规定，肠道病毒属于三类。肠道病毒的操作都必须在生物安全二级实验室内进行，包括动物模型来源标本处理，病毒分离、组织培养、TCID50测定等。
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实验室的个人防护：
病毒的分离与培养、中和试验。
病毒的收集、浓缩与纯化。
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。
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。
在BSL-2进行呼吸道合胞病毒的相关实验，工作人员采用二级生物安全实验的防护措施，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实验室的个人防护：
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
根据呼吸道合胞病毒的理化性质，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0.5%次氯酸钠消毒液等。
（五）人员素质与要求评价
1. 禁止人群：从事EV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。
2. 实验室安全要求：EV病毒RNA的提取试验，实验用的是鼻、咽式子，需要二级以上生物安全实验室的防护措施。
（六）实验室设施设备风险评估
1. 临床标本进行处理：咽棉拭子在进行挤压时，动作要轻柔，勿剧烈操作，以防止产生气溶胶和液体溅出。
2. 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。
3. 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0.5%次氯酸钠消毒后脱去最外层的手套，换一副新手套，并用0.5%次氯酸钠纱布擦试管壁，将污染的纱布放在医用垃圾袋内，放置24小时，进行高压处理。
4. 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，为防止感染性材料溅出或雾化危害，必须使用面部保护装置(护目镜、面罩)，带双层手套，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。离心杯应该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。
评估结论
1.在进行活病毒的操作时，如咽拭子、肺组织、血液标本的处理和病毒的分离实验，检测所用的标本为疑似病人的咽拭子、肺组织和血液标本，故样品中含病毒浓度不详，需要二级生物安全实验的防护措施进行防护。
2.在进行呼吸道合胞病毒效价测定、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。
3.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。
4.呼吸道合胞病毒RNA的提取试验，实验用的是咽拭子、肺组织、血液标本，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。
5.对于病毒做载体的重组体的试验，一般原则上不做。
6. 利用呼吸道合胞病毒做动物摸型，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. 肠道病毒按照B类感染性物质进行包装运输，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0.5%次氯酸钠消毒液清除实验室污染，并用清水清洗用过0.5%次氯酸钠消毒液的台面，水池等。
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