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轮状病毒风险评估文件
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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的依据

根据中华人民共和国卫生部2006年一月十一日颁布的《人间传染的病原微生物名录》，轮状病毒的危害程度分类为第三类病原微生物，其病毒培养、感染性材料的操作及动物感染性试验均需在BSL-2和ABSL-2实验室中进行，灭活的材料可在BSL-1实验中进行。

该风险评估是针对轮状病毒感染人的两组病毒：A组和B组。
病原病原体的生物学特性
1.分类与起源

轮状病毒（Rotavirus, RV）属于呼肠孤病毒科（Reovirodae）中的一个属，是由Bishop等于1973年发现的。轮状病毒能引起哺乳动物和禽类动物感染，人轮状病毒主要有A组和B组，分别导致婴幼儿和成人急性腹泻。A组RV是婴幼儿重症腹泻的主要原因，世界上每年死于腹泻的儿童达3300,000名，其中870,000名儿童死于RV腹泻。我国婴幼儿腹泻主要发生在每年的秋冬季，俗称“秋季腹泻”，其中约40％～60％是RV感染。
2. 形态特征：
病毒颗粒球形，大小60～80nm，无包膜；其基因组为成节段的双链RNA（dsRNA），并在胞浆内复制。电子显微镜下，感染宿主的粪便中可见到3种类型的病毒颗粒。完整的病毒颗粒为球形，直径72nm，无包膜。普通电镜下，病毒的核衣壳成双层。外层光滑，内层的壳粒排列呈放射状，犹如车轮的辐条，因此得名轮状病毒。在低温电子显微镜下，可观察到完整病毒颗粒为三层，完整病毒颗粒具有感染性。粪便中还可见双层和单层颗粒，均不具感染性。

分型：RV按照病毒内层衣壳蛋白VP6的组特异性抗原表位可分为A-G等7个组。A组RV根据VP7可分为14个G血清型：G1-G14，根据VP4可分为20余种P血清型。A组人RV有10中G和8中P血清型，目前优势的血清型主要由4种：P8G1、P8G3、P8G4和P4G2。

RV的A、B、C组可引起人类和动物感染，而D、E、F和G组仅引起动物感染。A组RV主要引起婴幼儿和新生动物腹泻，为该类宿主重症腹泻的主要原因。B组RV近在中国引起成人腹泻大流行。C组RV主要引起散发性腹泻。
3. 培养特性：
轮状病毒对MA104细胞敏感。
4. 遗传特性

病毒基因组结构：RV基因组为dsDNA，由11个片段组成，位于病毒颗粒的衣鞘内。 

病毒基因组编码产物：RV的11个基因分别编码11种蛋白质，其中6种为结构蛋白，5种为非结构蛋白。A组RV的结构蛋白是由基因1～3和基因4、6、9编码的，分别为VP1～3、VP4、VP6和VP7。VP1~3为病毒核心的结构成分，VP4、VP6和VP7是病毒衣鞘的主要结构蛋白。基因5、7、8、10和11编码5种非结构蛋白，分别俗称NS53、NS35、NS34、NS28和NS26，但现在倾向于称为NSP1~5。
病毒的侵入和繁殖：RV主要感染小肠表面高度分化的细胞，其复制的一般特点是：①复制过程全部在胞浆内完成。②dsRNA复制的酶由病毒自身提供，于病毒颗粒结合后合成新的dsRNA；③亚病毒颗粒通过内质网膜出芽成熟；④通过感染细胞裂解而释放病毒颗粒。关于病毒的吸附、穿入和脱衣壳：目前公认，RV病毒是通过VP4吸附到细胞表面。研究提示，RV进入细胞内可能需要两种受体：唾液酸特异性受体合非唾液酸特异性受体。细胞膜上的整合素也参与病毒进入细胞的过程。电镜技术研究表明，病毒和细胞表面的受体结合后，在经受体介导的胞饮中用进入细胞内，但目前也有研究表明RV可能是直接进入细胞的。其中病毒VP4在肠道中被胰蛋白酶水解时感染成功的关键。病毒进入细胞浆后，细胞浆内低钙离子环境诱导病毒脱衣壳过程，并激活病毒的多聚酶，从而启动病毒的转录和复制过程。
病毒的转录酶是一种RNA依赖的RNA聚合酶，VP1是其中主要成分，存在于RV的三层颗粒中。病毒进入细胞后，脱衣壳为双层颗粒即可开始转录，转录为非对称的，转录子为脱去负链RNA的全长正链RNA，在病毒复制过程中，新合成的原有的正链RNA均是合成负链的模板，转录翻译形成的核蛋白VP1、VP2、小量VP6、大量NSP3和较小量的NSP1和NSP2等蛋白组成的复制酶的复合物，即亚病毒颗粒，是病毒dsRNA的合成场所。新合成的dsRNA保持与亚病毒颗粒结合状态，以便下一步装配。
病毒的装配主要是在粗面内质网的核糖体上完成的，VP4和VP7通过其氨基末端的信号序列插入内质网膜内。其他大多数病毒蛋白则是由细胞浆中游离核糖体合成的，在细胞浆中组装成亚病毒颗粒。亚病毒颗粒再与新合成的dsRNA结合，并逐渐转移至内质网。亚病毒颗粒时以出芽的方式进入内质网，并在此过程中获得一过性含VP4和VP7的包膜，含包膜的亚病毒颗粒在内质网中移动时，包膜逐渐转变为一层蛋白质膜，并最终变成完成病毒颗粒的外层核衣壳。最终，RV通过宿主细胞裂解而释放出子代病毒的。
5. 宿主

人和多种动物均可为RV的宿主。
6. 微生物的致病性、传染性

A组RV是2岁以内婴幼儿严重腹泻的最主要病原体。一般，RV感染约占2岁内儿童因呕吐和腹泻住院的患者的25％。在发展中国家，5岁以下婴幼儿患RV感染每年达1.25亿，严重病例在180万例以上，约87万儿童死于RV感染。在发达国家，RV感染仍然相当普遍，如美国每年1～4岁儿童RV感染病例达百万。RV也是院内儿童感染性腹泻的重要原因。

B组RV的显性感染主要见于我国大陆，表现为暴发性成人腹泻流行。C组RV主要引起散发性腹泻，但也有局部流行的报道。

A组RV的发病季节主要在寒冷的季节，在我国是每年的10月～次年2月。

7. 微生物在环境中的稳定性

RV对乙醚、氯仿和脱氧胆酸盐具有抵抗力，非离子性去污剂或蛋白酶尚可使其传染性增强，但EDTA、0.1％十二烷基磺酸钠（SDS）可破坏其感染性。A组RV的感染性相对稳定。在PH为3-9的范围内、37℃1小时或25℃24小时病毒感染性不破坏。在相对湿度50％，温度20℃的环境中病毒可存活40小时以上。B组RV在外界环境中的抵抗力相对较弱。

RV的感染性可被酚、甲醛和70％乙醇等消毒剂灭活。56℃1小时可将病毒完全灭活。
感染途径
自然感染途径
粪口途径是RV感染最主要的传播途径。A组RV有呼吸道感染的可能，主要理由有：①病毒在空气中存活时间长；②卫生条件好的国家，RV感染率并不下降。在暴发流行时常找不到粪口传播途径的证据；③相当一部分患者在腹泻前有呼吸道的症状。
实验室操作所致的其他感染途径
实验室人员从事轮状病毒的检测、病毒培养及分离、病毒灭活及相关的其它试验等工作过程中，存在实验操作而造成实验室感染非自然途径感染的机会例如：实验过程中气溶胶的吸入造成呼吸道感染。
二、微生物的致病性和感染剂量
（一）致病性

1. 致病机制

主要感染小肠上皮细胞，从而造成细胞损伤，引起腹泻。它会感染与小肠连结的肠黏膜细胞（enterocyte）并且产生肠毒素（enterotoxin），肠毒素会引起肠胃炎，导致严重的腹泻，有时候甚至会因为脱水而导致死亡。

2. 临床表现

A组RV感染可导致①婴幼儿急性胃肠炎：多数儿童表现为发热，80％患儿出现呕吐，随即出现腹泻。大便为黄色水样或蛋花样，腹泻严重者可出现脱水，甚至严重脱水和电解质紊乱而死亡。②慢性RV性肠炎：对与免疫功能低下的儿童或成年人，RV感染可引起慢性腹泻或严重腹泻。③其他表现：A组RV感染可引起新生儿坏死性小肠炎、婴幼儿肠套叠、肺炎、脑炎和脑膜炎等。

B组RV感染主要表现为急性肠炎。主要表现为腹泻，可伴有不同程度的脱水，或恶心、呕吐、腹胀和腹痛。但症状一般相对较轻，为自限性。
（二）诊断、治疗与预防
1.诊断

RV感染具有一定的流行病毒学特点，在流行季节、流行区域，成批出现的症状相似的婴幼儿腹泻患者应考虑本病。根据临床表现和大便的性质一般很容易与侵蚀性细菌感染性腹泻相鉴别。对于隐性感染和仅有轻微临床症状的患者，RV感染的诊断主要依赖于实验室检查。如采用免疫电镜在粪便中检出RV、或采用其他技术在粪便中检出病毒抗原或病毒核酸、或发病初期和恢复期双份血清的抗体滴度由4倍升高。轮状病毒引起的腹泻临床上与其他原因、特别是其他病毒引起的水样腹泻极为相似，鉴别诊断主要决定于病原学检查。
2. 感染的抗病毒治疗
    RV感染的治疗主要以对症和支持治疗为主。轻度腹泻患者可给与口服补液，使用世界卫生组织制定的口服补液盐。脱水严重者应进行静脉途径补充水和电解质，以及适量的葡萄糖。

RV腹泻一般抗生素治疗无效。但近来有人采用高效特异性抗体或微生态制剂治疗RV感染，结果表明高效特异性抗体可加快患儿粪便中RV的清除。

预防：轮状病毒疫苗是减毒重组的活疫苗。接种对象主要为2个月～5岁以下婴幼儿。使用方法用手开启瓶盖，用吸管吸取本疫苗，直接喂于婴幼儿，用量为每人一次口服3ml，切勿用热水送服。

三、风险控制与分析

（一）实验活动可能产生危害处理

1. 防止试验过程中气溶胶的产生：各项开放容器内RV相关实验操作均在安全柜内严格按SOP操作，动作要轻柔，以防止气溶胶的产生，各种吸取、分配及吹打液体的操作均应保证吸管或者TIP头在溶液中进行操作。
2. 防止试验过程中污染物的溅出和滴落：所有含有RV的污染物的操作均应在含有0.5%的次氯酸溶液的纱布上进行，如不慎在纱布外滴落或少量溅出污染物时，应用纱布覆盖，并在其上倾倒适量的0.5%次氯酸钠溶液，静置30min，如有容器碎片，应用镊子夹取。用清水擦拭干净后，用70％的乙醇进行表面消毒。
3. 试验过程中发生大量病毒溶液倾泻：首先应尽量小心操作，防止倾泻意外的发生。如发生倾泻意外，应立即关闭并封闭生物安全柜，准备好甲醛熏蒸装置，将准备好的甲醛熏蒸装置放置入生物安全柜内，甲醛熏蒸12小时，然后打开生物安全柜通风，使甲醛散尽后，关闭通风，打开安全柜台面的不锈钢板，用纱布吸干净底盘上的液体，然后将纱布置入含有0.5%的次氯酸钠溶液中处理60min。最后用70％的乙醇擦拭干净底板。该意外事故必须尽快向生物安全员和分中心主任报告。

4. 安全柜外发生病毒意外泄漏的处理：安全柜外发生病毒意外泄漏均需尽快向生物安全员和分中心主任报告。
5. 病毒容器意外打碎或病毒溶液溅出：首先对病毒容器进行相应的处理（放置入封闭容器或者生物安全垃圾袋中），避免病毒溶液的进一步泄漏。如病毒溅出为桌面、地板等宽大外表面，可用纱布将其完全覆盖，将0.5%的次氯酸钠倾倒在纱布上，静置30分钟，然后将纱布及打碎的物品清理走，处理玻璃碎片必须用镊子夹取，所有相关物品均应放入生物安全垃圾袋中，121℃高压20分钟后丢弃；对污染区要用0.5%次氯酸钠扩大范围再次进行擦试，然后用清水擦净消毒液，最后用紫外线照射30分钟。
如果为水浴锅内，则将水浴锅盖上，加热至95℃一小时，以完全杀灭RV（注意保持水浴锅内水量）。如为培养箱内，液体会向下渗漏，除按照外表面处理程序处理相应隔板的外表面外，还要处理其下层面的隔板。如为冰箱内，在将污染的隔板用浸满0.5%的次氯酸钠溶液的纱布覆盖后，将其移至安全柜内（放置冰箱内的低温影响灭菌效果），处理40分钟后，清除相应的废弃物，用70％的乙醇擦试再次灭菌，然后将隔板用清水冲洗干净，重新放置回冰箱中。

6. 离心过程中离心管破裂：首先离心前应检查离心机转子和离心管是否配套，离心管是否有破裂等损伤,并了解清楚离心管所能承受的最大离心转数，离心机的操作应该严格按照SOP进行，以防止离心管破裂事件的发生。 
在没有密闭离心桶的离心机内发生离心管破裂的处理：当离心机运行时怀疑离心管破裂，应关闭离心机动力并保持机盖关闭30min。如在开盖后发现离心管破裂，应立即关闭离心机盖并保持30min，然后开盖，用含70％的乙醇的纱布覆盖离心桶，将转子连同在其内部碎裂的离心管一并卸下，放入耐高压有生物安全标志的垃圾袋中，将垃圾袋封闭，用0.5％的次氯酸溶液喷洒垃圾袋表面消毒，再将此垃圾袋放置于另一耐高压有生物安全标志的垃圾袋中，预备进行121℃高压处理20min。上述装置如能放入生物安全柜内，可在生物安全柜内将完好的离心管取出，如入含有0.5%的次氯酸溶液中处理60min，然后再次将碎裂的离心管和转子放入含有生物安全标志的耐高压垃圾袋中，预备进行121℃高压处理20min。用含有70％的乙醇溶液的纱布擦拭离心机内、外表面3次。高压处理完毕后，将离心管和转子用70%的乙醇擦拭干净，废弃物按污染废弃物进行处理。 
 在有密闭离心桶的离心机内发生离心管破裂的处理：如在开盖前发现离心管破裂，将密闭的离心桶卸下，移入生物安全柜内进行处理。取出完好的离心管放置于0.5％的次氯酸溶液中处理60min。然后将碎裂的离心管和转子放入含有生物安全标志的耐高压垃圾袋中，预备进行121℃高压处理20min。如开盖后发现离心管破裂，应立即将离心桶盖紧，移入生物安全柜内进行上述操作。无论是否开盖前开盖后发现离心管破裂，均应对离心机表面进行70％乙醇擦拭处理。上述处理完毕后必须向生物安全员和分中心主任进行汇报。 

7. 人体接触病毒污染物：如皮肤上接触病毒污染物，应立即用70％的乙醇擦拭，然后用肥皂和水清洗。

如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，并报告安全员和分中心主任，以便采取进一步措施。

如液体进入眼睛，立即用大量清水冲洗，不要揉眼睛，如损伤严重需要进一步到医院眼科进行治疗，并报告安全员和实验室主任，以便采取进一步措施。上述处理完毕后必须向生物安全员和分中心主任进行汇报。
8. 衣服发生污染：将受污染的衣服迅速脱下，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，报告安全员和实验室主任，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. 在进行含有活病毒样品或培养物的操作时，包括轮状病毒的分离、轮状病毒的纯化培养、轮状病毒滴度测定、轮状病毒的核酸提取、轮状病毒抗原的检测，需要在BSL-2实验室中进行相关操作。
轮状病毒的PCR分型检测，轮状病毒一般抗体检测。在BSL-1实验室中进行。

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。

电镜标本的固定。

在BSL-2进行RV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：

病毒核酸的PCR检测。

RV抗体的检测。

灭活后标本的处理，如福尔马林固定后的组织切片。

（四）消毒方法选择与感染性废弃物处理评估
根据轮状病毒的理化性质，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95%酒精、有效氯含量为0.5%的次氯酸钠消毒液等。

（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党办和人事部门对其进行政治审查，确定其政治可靠、工作积极、作风正派。并应接受病毒相关操作技术与实验室生物安全的系统培训，并经考察确认适合现岗位工作。再由分中心主任根据其专业知识及经验授予其岗位授权书。

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轮状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RV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BSL-2实验室工作，出现如下情况，不得进入：患发热性疾病；消化道感染或其他导致抵抗力低下的情况；妊娠、或已经在BSL-2级实验室范围内工作4小时，或者其他疲劳状态下。

实验室人群症状检测

轮状病毒的监测期从开始进行试验，直至试验结束后半个月，之间内出现急性腹泻等相应症状，则应被视为可能发生实验室感染，应立即报告生物安全员和分中心主任，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。
感染控制：A组人RV主要通过粪口途径传播，B组RV还可通过水暴发流行。因而，曾经普遍认为搞好饮食卫生、个人卫生和管理好粪便、饮水水源是控制RV流行的主要措施。然而，尽管发展中国家目前正努力开展搞好饮食卫生等工作，但RV流行仍未明显改善。在发达国家卫生状况良好，但不能完全预防其感染和流行。因此，目前国际上公认，采用主动免疫措施保护易感人群可能是抵抗RV感染的关键。

4价基因重组RV疫苗研究在1998年进入临床试验，表现出明显的预防效果，预防效果为49％～68％，能使住院病例减少61％～91％。但是在其上市后，很快发现接种疫苗后可能增加了婴幼儿发生肠套叠的可能性，FDA于RRV-TV疫苗上市1年多后从市场上撤回了该疫苗，这给RV减毒活疫苗的研制投下了阴影。但是目前已有多种疫苗在发展中国家被批准上市，我国也已有批准的轮状病毒疫苗上市，为控制RV导致的腹泻提供了有力的保障。

（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逸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。

在进行轮状病毒效价测定、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。

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。

对于病毒做载体的重组体的试验，一般原则上不做。

5.  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；

6. 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；

7. 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；

8. 轮状病毒实验操作中常以95%酒精和有效氯含量为0.5%的次氯酸钠消毒液清除实验室污染。

五、支持文件
《分子病毒学》

《临床微生物学手册》

《病原微生物实验室生物安全》

《人间传染的病原微生物名录》
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