综述：

人类冠状病毒在环境中生存能力以及对新型消毒剂研发带来的影响

冠状病毒科，一种有包膜的RNA病毒科，尤其是人类冠状病毒(HCoV)，一直以来被认为是导致大部分普通感冒和其他上呼吸道感染的原因。HCoV可涉及更严重的呼吸道疾病，如支气管炎、细支气管炎或肺炎，特别是儿童和新生儿、老年人和免疫抑制患者。HCoV也是一种能导致医疗相关感染的病毒。2002年至2003年，新发现的冠状病毒SARS相关冠状病毒(SARS- associated coronavirus, SARS- cov)引发了严重急性呼吸系统综合症(SARS); 使人们重新认识到冠状病毒科在医学上的重要性。该病原体使人类出现一种新的疾病，具有很高的致死风险;需要对感染的管理采取新办法，主要是预防感染。尽管冠状病毒被公认为脆弱的包膜病毒，但冠状病毒的有一个有趣的特征是它们潜在的在环境中的生存能力。事实上，一些研究已经描述了HCoVs(i.e. HCoV 229E, HCoV OC43 , NL63, HKU1 or SARS-CoV)在不同环境条件下(如温度和湿度)、在医院环境中(如铝、无菌海绵或乳胶手术手套或生物液体中)的不同载体上的生存能力。考虑到持续缺乏具体的抗病毒治疗(事实上,没有特定的治疗可用于对抗冠状病毒感染),冠状病毒的特异性(如致病性,潜在环境生存能力)让它们成为从环境进行预防的难点，要选择合适的皮肤消毒剂和物体消毒剂来预防冠状病毒。本文综述了目前关于人类冠状病毒在环境中生存能力的研究，以及一些著名的抗菌消毒剂对人类冠状病毒的作用，重点介绍了评价新型抗菌消毒剂对病毒活性的新方法。

1、简介

2002-2003年，新发现了一种冠状病毒SARS- cov (SARS相关冠状病毒)，SARS(严重急性呼吸系统综合症)在全球范围内的流行，加强了人们对冠状病毒科的兴趣。人类冠状病毒229E和OC43 (HCoV 229E和OC43)以前已经被认为是引起轻度上呼吸道感染和上呼吸道疾病的原因。此后，该家族又发现了两名成员(HCoV HUK1和NL63)，而且HCoVs也参与了更严重的呼吸道感染。此外，这些病毒表现出一种环境抗性，增加了它们通过表面、手等在受污染的宿主之间传播的可能性。这种抵抗导致迫切需要发展有效和有针对性的预防模式。由于没有治愈HCoVs感染的治疗方法或疫苗，选择有效的消毒剂就非常重要了，应严格评估消毒剂对HCoVs的有效性。

流行病学和冠状病毒对人类的影响

2.1 人类冠状病毒（SARS冠状病毒除外）

2.1.1 呼吸道疾病

HCoV 229E和HCoV OC43(现在称为β冠状病毒1)是第一个被确认的人类冠状病毒。自60年代末以来，他们被认为是造成上呼吸道感染和轻微呼吸道感染的原因，如普通感冒。随着确认了感染人类的冠状病毒的新成员，2004年的NL63和2005年的HKU1以及2003年的SARS-CoV之后，对HCoVs感染的临床特征进行了新的研究。事实上，在2003年之前，很少有研究和常规监测涉及到冠状病毒在人类中的作用。因此，流行病学数据很少，因此很可能严重低估了HCoVs在呼吸道感染中的确切作用。

值得注意的是，这些病毒已经在世界范围内被发现。人冠状病毒感染主要发生在冬季，潜伏期短。根据研究人群和HCoV毒株的不同，在呼吸道感染患者中，有3 - 11%的患者中检出了冠状病毒。冠状病毒居第四位或第五位，仅次于流感病毒、呼吸道合胞病毒、腺病毒和鼻病毒，其比例一般与人偏肺病毒和副流感病毒相当。如果感染了HCoV NL63，可能会导致更严重的下呼吸道疾病，如支气管炎，细支气管炎或肺炎或累及臀部。这些感染主要涉及新生儿或婴儿、老年人或免疫抑制患者等体弱患者。他们也涉及医疗相关感染，特别是在新生儿科。

2.1.2 冠状病毒导致的其它疾病

HCoVs可能导致消化功能障碍。它们与新生儿坏死性小肠结肠炎有关，腹泻或其他胃肠道症状已被证明与冠状病毒感染有关。在粪便样本中检测到病毒颗粒和冠状病毒RNA，或者在患有胃肠炎的儿童中发现HCoV OC43抗体，这些发现都支持了这一观点。尽管冠状病毒对人类肠道感染的影响仍然是有争议的，但应该考虑评估HCoVs的潜在传播途径。

另一项争论是HCoVs可能参与了多发性硬化等中枢神经系统疾病。这得到了大量证据的支持，例如一些HCoV OC43感染患者的神经症状，在实验中，以HCoV 229E和OC43对神经细胞进行感染、多发性硬化症患者大脑中HCoV 229E和OC43 rna和抗原的检测以及小鼠经鼻内接种后HCoV OC43的神经侵袭性，均为证据。然而，HCoVs在神经疾病中的确切和真实的意义还没有得到明确的证实。

此外，一些研究还报道了一些与HCoVs感染相关的心脏问题。

2.2 一种高致病性冠状病毒:SARS相关冠状病毒。

SARS-CoV引起的疫情是21世纪全球范围内的第一次疫情。它始于2002年11月的中国广东省，短短几个月内就传播到世界各地。在国际社会的共同努力下，这种新型冠状病毒很快被发现。从2002年11月到2003年7月，SARS-CoV感染了五大洲的8000多人，造成约800人死亡。这种流行病的显著特征之一是在院内传播和给医护人员造成沉重负担。此外，老年(>60岁)人群的死亡率高于50%。人类典型的SARS-CoV感染可导致流感样综合征，如不适、僵硬、疲劳和高烧。在三分之一的感染患者中，临床症状消退，患者恢复，其中一些患者出现持续性肺部病变。在其余三分之二的感染患者中，病情发展为非典型肺炎。呼吸功能不全导致呼吸衰竭是SARS-CoV感染者最常见的死亡原因。这些患者中有许多还出现了水样腹泻，病毒脱落活跃(持续数周)，这可能增加了病毒的传播能力，并增加了HCoVs胃肠道趋向性的另一个证据。此外，SARS-CoV受体，即血管紧张素转换酶ACE-2，不仅存在于肺部，也存在于胃肠道。

通过呼吸飞沫在较近距离传播。然而，直接或间接接触呼吸道分泌物、粪便或动物载体也可能导致传播，至少在某些情况下是这样

2.3 冠状病毒的进化能力

除了这些致病特性外，冠状病毒还通过其跨物种跳跃能力对人类构成另一种威胁。这可能是HCoV OC43从牛冠状病毒进化而来的结果，而牛冠状病毒是造成牛肠胃感染的罪魁祸首。类似地，SARS-CoV是一种跨越物种屏障的人畜共患病毒。从动物和人类身上分离出的SARS-CoV病毒的基因分析强烈表明，该病毒起源于动物，极有可能是蝙蝠，在果子狸体内被放大，并通过家畜市场传播给人类。

冠状病毒的这种能力可能导致新的灾难性疫情，因此应该牢记在心。

2.4 疫苗与治疗

没有可治疗的药物或疫苗用来对抗HCoVs感染。在SARS-CoV病例中，在流行期间使用了各种方法，但没有一种是真正成功和有针对性的。治疗主要是经验性和对症的，取决于疾病的严重程度。

从那时起，已经进行了一些研究，以确定有效的抗SARS-CoV治疗。如利巴韦林，干扰素或氢化可的松用于治疗，在体内或体外均有测试，但仍存在分歧，并不是结论性的结果。利用单克隆抗体、siRNAs或甘草酸或奈非那韦等分子的策略已经在体外进行了开发，但仍需要改进。

SARS-CoV的出现还导致了新疫苗研究的发展，包括SARS-CoV的S蛋白在其他病毒上的表达、灭活的SARS-CoV颗粒或DNA疫苗。然而，SARS-CoV疫苗应用的早期关注的是动物冠状病毒疫苗的使用经验，该疫苗在感染病毒时可诱导动物的疾病和免疫病理学增强。事实上，在接种了SARS-CoV疫苗并随后接受了SARS-CoV感染的小鼠中，也出现了类似的免疫病理反应。因此，应仔细检查与接种疫苗者的有效性和安全性有关的安全问题，特别是如果暴露于其他冠状病毒时。
人类冠状病毒(HCoVs) ，有包膜的病毒，并非那么脆弱

在本节中，我们将重点介绍冠状病毒在不同条件下的生存能力，尽管它们是有包膜包裹的病毒。这些知识对于更好地了解病毒传播和交叉感染的可能性以及制定适当的感染控制措施至关重要。的确，尽管人们认为传播主要是通过与受感染患者的直接身体接触或通过呼吸道飞沫传播的，但很难用这些途径来解释几个描述清楚的感染群集。例如，在飞机上传染给22人，在酒店同一楼层传染给13位客人，在公寓大楼传染给300多人。这些观察导致了一些关于可能通过其他方式传播的推测，包括表面、手等，以及对SARS-CoV(和其他hcov)在不同条件下生存的研究。

尽管这篇综述专门针对人类冠状病毒，但一些关于小鼠肝炎病毒(MHV)和传染性胃肠炎病毒(TGEV)(现在称为α冠状病毒1)的数据被记录在这里，因为它们曾被用作SARS-CoV的替代物。

在不同湿度和温度下的生存

几十年前，一项研究比较了HCoV 229E和无包膜病毒(1型脊髓灰质炎病毒)在不同温度和湿度条件下的存活率。结果见表1。

表1 HCoV 229E和1型脊髓灰质炎病毒在不同温度和湿度条件下的存活率不同
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在20℃时，雾化的HCoV 229E在50%的相对湿度下比在30%的相对湿度下更能存活。事实上，在6天后仍能检测到原感染病毒的近20%。高相对湿度似乎对病毒不利，除非温度下降到6°C。在这个温度下，无论相对湿度多大，HCoV 229E的存活率都显著提高。这种在高相对湿度和低温度下的存活率提高可以解释冠状病毒在冬季的传播。相对湿度为30%和50%时，HCoV 229E存活率明显高于1型脊髓灰质炎病毒。

还测定了SARS-CoV对温度的敏感性。病毒暴露于56°C的温度下30分钟后，病毒滴度降低到无法检测的水平，除非SARS-CoV与蛋白质有关，如20%胎牛血清(FCS)，这为病毒提供了保护。在这种情况下，温度需要在30分钟内达到60°C才能使病毒滴度低于检测限。这强调了有机物影响的重要性，病毒可以嵌入在真实的环境中，有机物保护病毒，这会影响消毒程序。当病毒置于4℃时，没有丧失感染性。另一项研究证实了病毒在4°C、20°C和37°C下至少2小时的稳定性，但在56°C、67°C和75°C分别暴露90、60和30分钟后，SARS-CoV失去了感染性。

在悬液和干燥条件下的生存

冠状病毒也能在悬液中存活。在37℃条件下，HCoV 229E和OC43在磷酸盐缓冲盐水(PBS)中3天存活率分别为80%和100%，6天存活率分别为30%和55%。培养3天后，HCoV 229E的存活率降至50%，OC43的存活率降至30%，10天后，每种病毒的存活率分别为0%和10%。该研究还表明，干燥对冠状病毒的影响更为严重。事实上，在标准的环境条件下(21°C和50%至70%的相对湿度)，HCoV 229E的传染性下降到30%，在医院环境中可以找到的各种表面干燥三小时后，如铝、无菌海绵或手术乳胶手套。HCoV OC43对干燥更为敏感，干燥3小时后其感染性低于检测阈值。

Rabenau等对不同病毒(SARS-CoV、HCoV 229E、1型单纯疱疹病毒(HSV-1)和3型腺病毒)在悬液和干燥后的稳定性进行了比较研究。在有10% FC（小牛血清）和无10% FCS的培养基中，HCoV 229E在9天内逐渐丧失感染性，这与之前的研究一致。包括SARS-CoV在内的其他三种病毒的感染滴度在有和没有蛋白质的情况下在9天内保持稳定。在塑料表面干燥后，HCoV 229E和HSV-1在存在或不存在FCS的情况下，在72小时内丧失感染性。相比之下，SARS-CoV的感染性可维持长达6天之久，从而进一步发挥了蛋白质的保护作用。在干燥状态下，SARS-CoV花了9天时间才完全失去传染性。腺病毒是最稳定的病毒，因为它在实验的九天内保持了它的传染性。

其他一些研究证实了这些结果。根据不同的条件，SARS-CoV被证明在不同的材料上干燥或在水中稀释后仍能存活，只有在72至96小时后传染性才会下降。然而，如果将其沉积在棉花或纸张等多孔表面，则可更快地降低其感染性。

因此，在椅子、电梯、电脑鼠标等不同的环境样本中发现了SARS-CoV的RNA，这可能导致了未直接接触SARS患者的卫生保健工作者受到污染。

最近的一项研究表明，水和污水参与了SARS-CoV的传播，以小鼠肝炎病毒MHV和传染性胃肠炎病毒TGEV为代表进行了实验。在25°C时，水中的TGEV 减少99%的量需要22天，MHV需要17天，而在污水中，TGEV需要9天，MHV需要7天。在几乎相同的条件下，但在4°C，经过4周后，两种病毒的感染性下降小于1 log10。作者的结论是，在SARS-CoV重新出现时，粪便污染的水应被视为潜在的传播媒介。

这些研究有力地证明了冠状病毒，特别是SARS-CoV的传播能力，它们可以通过呼吸道飞沫以外的其他途径传播，以及通过表面和污染物传播的可能性。值得注意的是，包膜病毒在不同条件下的残余感染性几乎可以达到非包膜病毒的水平。这重新评估了这两种病毒的环境稳定性。

 pH条件对冠状病毒存活的影响

一些冠状病毒对pH值变化的敏感性已经得到证实。HCoV 229E、MHV、TGEV和犬冠状病毒在弱酸性pH(6 - 6.5)条件下比碱性pH(8)条件下更稳定。

在生物液体中的生存
如前所述，HCoVs在呼吸道分泌物中排泄，但也存在于其他生物液体，如粪便中。了解和理解病毒存活对于评估病毒的传播途和传播风险是关键所在。

已经对SARS-CoV进行了研究，发现它在痰、血清和粪便中至少存活96小时。但若将其悬浮于尿中，则其传染性较低。值得注意的是，SARS-CoV的生存取决于粪便的种类，其pH值可能有所不同。一些研究对之前引用的研究显示了某些令人惊讶的结果。事实上，SARS-CoV在正常成年人的粪便中存活不超过24小时，在新生儿的粪便中存活不超过3小时，而新生儿的粪便呈微酸性。相比之下，它在pH值可达9的腹泻粪便中存活时间更长，可达4天。同样的研究显示，在呼吸道标本中，SARS-CoV存活至4 - 5天。

根据这些数据，应该仔细考虑病毒的转移和交叉污染。事实上，在某些情况下，例如在卫生保健机构，传染性呼吸道分泌物或其他体液(唾液、尿液或粪便)对无生命物质或他人的污染似乎在SARS-CoV传播中起作用，其他HCoVs也可能如此。因此，有必要使用适应的、有针对性的和有效的消毒方法，其效率必须得到正确的评价。

还有改进空间的消毒剂（皮肤消毒剂和物表消毒剂）

预防措施如何阻止SARS-CoV的传播

由于缺乏治疗方法、高死亡率和SARS-CoV的传播模式，需要制定强有力和协调一致的预防手段来阻止这种病毒的全球传播。事实上，由于基本公共卫生措施，包括快速发现和隔离病例、追踪接触者、检疫和良好的预防控制措施(洗手、使用个人防护设备)，SARS-CoV疫情已得到控制。此外，世卫组织还对来自SARS疫区的旅客提出了建议，对潜在病例进行筛查，并在飞机上对疑似病例进行护理，然后进行消毒。

因此，除了这些标准措施外，我们还应该提高对HCoVs对消毒剂的敏感性的认识，以便有针对性和一致性地使用这些基本的预防工具。

什么是消毒剂？我们如何评估其消毒效能？

面对缺乏特定抗病毒治疗的情况，有必要开发新的预防手段，并根据实地情况确保现有的有效手段。因此，正确评价消毒剂对病毒的作用至关重要。

从本质上讲，消毒剂的抗病毒活性是通过将病毒和产品结合起来进行评估，并根据产品的预期用途(如表面消毒或手部消毒)，对产品进行适当定义和精确的接触时间测试。然后中和消毒剂活性及其最终的细胞毒性，并评估消毒剂对病毒的杀灭活性。消毒剂活性的中和在试验过程中起着关键作用;它确保了一个精确的接触时间，消除残留的活性和测试消毒剂的细胞毒性，并成功地恢复病毒，而不是被产品杀死。这些测试需要适当的控制，特别是检查由于测试本身对病毒感染性的干扰。在重复性和明确的测试条件(如接触时间和环境温度)下测试中和和去除细胞毒性的效率也很重要。根据美国和欧洲的管理机构，如果一种消毒剂能在一个明确的接触时间内诱导病毒滴度降低3或4 log10以上，则可认为它是具有高效抗病毒活性的消毒剂。

消毒剂抗病毒效能评价的重要参数

有些参数必须特别仔细地检查，以确保结果的有效性。

4.3.1 中和步骤和接触时间
中和步骤在该方法中起着关键作用。存在几种不同的方法来实现中和。第一种是稀释中和。从理论上讲，它可以瞬间停止被测产品的活性，并消除其细胞毒性。然而，它需要病毒具有非常高的滴度，以观察病毒滴度降低后。在这种情况下，经常观察到细胞毒性没有完全消除，使滴定病毒不可能。还有另外两种技术可以抵消这些缺点。化学中和与被测产品的稀释和化学失活及其细胞毒性有关。然而，很少有中和剂可用，特别是考虑到大量的消毒剂。凝胶过滤法允许保留消毒剂分子(以及它们的抗病毒活性和细胞毒性)，并释放病毒颗粒，然后可以对其进行修饰。然而，这种方法可能会延长接触时间，导致对产品活性的高估。的确，精确的接触时间是尊重未来使用条件和反映产品在现场的实际杀灭水平的基础。

4.3.2 各种不同的检测方法

为了尽可能接近地代表产品的使用状况，应该考虑不同的因素。不同类型的测试存在不同程度的证据:(i)悬液测试,这是有用的进行分子筛选和细胞毒性的测试,(ii)载体法测试,监测产品对不同种类干燥的表面对病毒的有效性和(iii)现场测试,例如,在医疗机构现场。由于成本和标准化问题，很少执行这些操作。

在所有这些试验中，有机物质(小牛血清、粪便、白蛋白等)可以，甚至应该被加入。事实上，病毒通常是嵌入在这些材料中，保护它们不受消毒剂杀灭。此外，某些消毒剂，如含氯消毒剂，会被有机物影响消毒活性。最后，已知病毒会聚集在一起，有机物质的存在可能会增强病毒的聚集性，使它们对消毒剂的作用更有抵抗力。

4.4 国际标准化检测方法
消毒剂检测的挑战之一是标准化，以获得有价值和可比较的结果。下一节将对此进行说明，即使关于消毒剂对HCoVs的活性的结果大体上是一致的，它们仍然很难进行比较。因此，制定标准来测试这些杀菌活性是非常重要的。

迄今为止，只有一项欧洲标准(NF EN 14476+A1)公布了在人体医学中进行抗病毒消毒剂活性检测的方法。此检测标准书自2007年1月起，规定了根据被检测产品在相对应用途(如表面和仪器的消毒、卫生洗手或热化学消毒)上抗病毒活性的测试方法和最低要求。病毒株，温度，接触时间和干扰物质均有相对应的要求。根据本标准，如果一个产品在准确的接触时间内导致至少4 log10的病毒滴度的降低，则认为该产品具有消毒剂的抗病毒活性。

在美国，主要标准与欧洲标准比较接近，但它规定了3 log10的评判标准。随后又公布了若干标准，以涵盖不同的领域，例如卫生洗手评价的两个标准、用于无生命环境表面的消毒毒剂效力评价的一个标准以及最后关于中和步骤的一个具体标准。

HCoVs对消毒剂的敏感性

4.5.1 “经典”HCoVs(除了SARS-CoV)对消毒剂的敏感性

Sattar等人的一项研究评估了15种不同化学家族的消毒剂对四种不同病毒的效力:两种非包膜病毒(b型柯萨奇病毒和5型腺病毒)和两种包膜病毒(HCoV 229E和3型副流感病毒)。为了达到这一目的，病毒接种物被悬浮在粪便或粘蛋白中，以模拟有机物，然后放在不锈钢盘上晾干。接触时间为1分钟，杀病毒效力标准为降低病毒滴度3 log10。结果见表2。

	消毒剂
	浓度%（pH值）
	HCoV 229E
	3型副流感病毒
	b型柯萨奇病毒
	5型腺病毒

	
	
	包膜病毒
	包膜病毒
	无包膜病毒
	无包膜病毒

	卤化物
	
	
	
	
	

	次氯酸钠
	0.01（8.0）
	NO
	NO
	NO
	NO

	
	0.10（9.4）
	YES
	YES
	NO
	NO

	
	0.50（11.0）
	YES
	YES
	YES
	YES

	氯胺T
	0.01（7.0）
	NO
	YES
	NO
	NO

	
	0.10（8.0）
	YES
	NO
	NO
	NO

	
	0.30（8.0）
	YES
	YES
	YES
	YES

	次氯酸钠和溴化钾
	0.01(10.0)
	NO
	NO
	NO
	NO

	
	0.05(11.5)
	YES
	YES
	NO
	NO

	
	0.10(12.0)
	YES
	YES
	NO
	NO

	聚维酮碘
	10.0（3.0）（1%有效碘）
	YES
	YES
	NO
	NO

	乙醇
	70（4.0）
	YES
	YES
	NO
	YES

	戊二醛
	2.0（7.0）
	YES
	YES
	YES
	YES

	季铵盐化合物
	
	
	
	
	

	n-alkyl-dimethylbenzyl chloride
	0.04（6.0）
	NO
	NO
	NO
	NO

	n-alkyl-dimethylbenzyl chloride

+HCL
	0.04(1.0)
	YES
	YES
	YES
	YES

	
	7.0
	
	
	
	

	n-alkyl-dimethylbenzyl chloride

+乙醇
	0.04（5.0）
	YES
	YES
	NO
	YES

	
	70.0
	
	
	
	

	n-alkyl-dimethylbenzyl chloride

+硅酸钠
	0.04（11.0）
	YES
	YES
	NO
	YES

	
	0.5
	
	
	
	

	葡萄糖酸氯已定

+溴化十六烷基三甲铵
	0.008（5.0）
	NO
	YES
	NO
	NO

	
	0.08
	
	
	
	

	葡萄糖酸氯已定

+溴化十六烷基三甲铵

+乙醇
	0.05（4.5）
	YES
	YES
	NO
	YES

	
	0.5
	
	
	
	

	
	70
	
	
	
	

	酚类化合物
	
	
	
	
	

	邻苯酚

+o-benzyl-chlorophenol

+p-tert-amylphenol
	0.02（9.0）
	NO
	NO
	NO
	NO

	
	0.03
	
	
	
	

	
	0.01
	
	
	
	

	邻苯酚

+o-benzyl-chlorophenol

+p-tert-amylphenol

+SDS（十二烷基硫酸钠）
	0.02（9.0）
	YES
	YES
	NO
	NO

	
	0.03
	
	
	
	

	
	0.01
	
	
	
	

	
	0.60
	
	
	
	

	邻苯酚

+o-benzyl-chlorophenol

+p-tert-amylphenol

+乙醇
	0.02（9.0）
	YES
	YES
	NO
	YES

	
	0.03
	
	
	
	

	
	0.01
	
	
	
	

	
	70.0
	
	
	
	

	Sodium o-benzyl-p-chlorophenate

+SDS（十二烷基硫酸钠）
	0.50(13.0)
	YES
	YES
	YES
	YES

	
	0.60
	
	
	
	


这项研究强调了这样一个事实，即包膜病毒比非包膜病毒对消毒剂的作用更敏感，尽管每个组的敏感性存在差异。然而，包膜病毒并不是那么脆弱，不是每一种消毒剂都能灭活包膜病毒，如季铵盐化合物或酚类化合物。除添加乙醇外，在人类医学中广泛使用的联用氯己定和溴化十六烷基三甲铵似乎对HCoV 229E无效。

最近的一项研究考察了消毒剂对HCoVs 229E和OC43的作用，并进行了悬液法试验，接触时间为5分钟。中和步骤是通过培养基的稀释来实现的。聚维酮碘(0.75%游离碘)可使两种病毒的传染性降低50%，但这不足以证明其具有抗病毒活性。此外，为了使HCoV 229E滴度降低50%，需要增加10倍的聚维酮碘浓度。其他一些产品(70%乙醇、肥皂或5%漂白剂)也进行了测定，但没有成功，因为它们干扰了生物病毒滴定测定。

这也突出了中和步骤的重要性和开发消除被测产品毒性的手段的必要性。

Kariwa等人在SARS-CoV上也证实了这一结果，他们用悬液法试验，接触时间为1分钟和2分钟，测试了聚维酮碘的不同配方。通过添加硫代硫酸钠，实现了化学中和步骤。所有配方均在接触2分钟后将病毒感染性降低至可检测水平以下，用70%的乙醇接触时间1分钟也能得到同样的结果。

我们实验室进行的另外两项研究涉及HCoV 229E及其对氯己定和已脒定两种广泛使用的皮肤消毒剂的敏感性，以及对环芳烃家族新分子的敏感性。在这些研究中，通过悬液试验测定了抗病毒活性，疗效标准为降低4 log10，符合欧洲标准。在这些研究中，使用自制的可再生Sephadex™柱，开发了一种用于中和步骤的凝胶过滤新方法。

研究表明，氯己定的抗HCoV活性依赖于时间与浓度，仅在接触时间为60分钟后可使HCoV 229E降低3 log10(图1a)。这样的杀HCoV 229E水平达不到消毒要求。已脒定对HCoV 229E无任何作用。这些结果强调了以下几点的必要性:(1)评估常用的消毒剂对不同病毒的活性，以确保它们的有效性并开发有针对性的消毒剂;(2)开发新的活性非细胞毒性分子。

另一个研究关注的是calixarenic 化合物对HCoV 229E杀灭水平，这两种化合物是tetra-para-sulfonato-calix[4]arene (C[4]S) 和 the 1,3-bis(bithiazolyl)-tetra-para-sulfonato-calix[4]arene (C[4]S-BTZ)。这些分子比较有吸引力，因为它们没有表现出任何细胞毒性。而且，C[4]S-BTZ的杀HCoV 229E活性与氯己定相当，甚至更好。事实上，它的活性在5分钟的接触时间内降低了近3个log10的病毒滴度(图1b)。虽然还需要进一步的研究，但环芳烃似乎是一种有趣的新型消毒剂。

图1. 氯已定和环芳烃对HCoV 229E 的杀灭效果

     环芳烃为：1,3-bis(bithiazolyl)-tetra-para-sulfonatocalix[4]arene
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注：粗黑线为欧盟杀病毒滴度降低的对数值为4

4.5.2 SARS-CoV对消毒剂的敏感性

Rabenau等人使用不同有机负荷(白蛋白、小牛血清或绵羊红细胞)的悬浮液进行了一项研究，并遵循了欧洲标准的建议。大多数测试的酒精溶液(异丙醇或乙醇)已被证明可以在30秒内降低> 4 log10的病毒滴度，无论添加多少有机负荷。考察了三种表面及仪器消毒剂(一种以苯扎氯铵和十二烷基胺为基础;一种以苯扎氯铵、戊二醛和二癸基二氯铵为基础;还有一种基于单酞酸镁)。接触时间为30和60分钟，仍然符合欧洲标准。所有消毒剂灭活SARS-CoV，不管有机负荷的类型，均使其低于检测限度(降低对数值3.25 log10)。该研究小组对不同消毒剂的SARS-CoV病毒杀灭活性进行了评估，这些消毒剂分别是醇类(丙醇，用于手部消毒的乙醇)、醛类(甲醛，戊二醛)、葡萄糖原蛋白和葡萄酒醋。方法与前面描述的相同，除了有机负荷，即小牛血清。稀释-中和步骤后，如果有细胞毒性作用，则对病毒-消毒剂混合物进行膜过滤。这样就可以在保留消毒剂的同时，对病毒粒子进行浓缩。结果见表3。

表3 通过悬液法试验，研究了不同手消毒剂配方和表面消毒剂对SARS-CoV的抗病毒活性

	成分
	接触时间
	滴度降低对数值

	100%异丙醇
	30秒
	>=3.31

	70%异丙醇
	30秒
	>=3.31

	78%乙醇
	30秒
	>=5.01

	45%异丙醇+30%正丙醇
	30秒
	>=2.78

	葡萄酒醋
	60秒
	>=3.0

	0.7%甲醛
	2分钟
	>=3.01

	1%甲醛
	2分钟
	>=3.01

	0.5%戊二醛
	2分钟
	>=4.01

	26%glucoprotamin
	2分钟
	>=1.68


最近，一项研究使用MHV和TGEV作为SARS-CoV的替代物。通过在不锈钢表面的载体试验和化学中和步骤，评价了六种不同配方的抗SARS-CoV效果。疗效标准是接触1分钟后病毒滴度降低3 log10。结果见表4。

表4 用载体试验方法检测不同的手消毒剂和表面消毒剂对MHV和TGEV的抗病毒活性，MHV和TGEV作为SARS-CoV的替代物

	成分浓度
	小鼠肝炎病毒(MHV)
	传染性胃肠炎病毒(TGEV)

	次氯酸钠600mg/L
	NO
	NO

	9.09%o-phenylphenol,7.66% p-tertiary amylphenol
	NO
	NO

	0.55%邻苯二甲醛
	NO
	NO

	70%乙醇
	YES
	YES

	62%乙醇
	NO
	YES

	71%乙醇
	NO
	YES


这项研究首先揭示了这两种被选为代病毒的病毒之间存在一些差异。这就提出了替代病毒使用的针对性问题。然而，SARS-CoV是一种需要三级控制实验室的病毒。因此，病毒代用品使那些不处理这类设备的实验室能够进行研究和产生宝贵的数据，而不必研究已经造成全球流行病的病毒。

本研究揭示的另一个重要问题是，漂白剂，一种广泛使用的消毒剂，当按制造商规定的1:100(0.06%)稀释使用时，效果不佳。Sattar等人的结果记录在表2中，他们发现HCoV 229E病毒滴度在次氯酸盐对应浓度下比在这里测试的浓度下有更高的降低。这些结果与浓度依赖效应相一致。

最近的另一项研究使用MHV作为SARS-CoV替代物，并在培养皿中进行载体测试。研究了含有0.05%三氯生、0.12%氯氧诺、0.21%次氯酸钠、0.23%松油、0.10%季铵盐复合79.0%乙醇的普通家庭消毒剂的抗病毒活性。它们都在30秒的接触时间内至少降低了3 log10的病毒滴度，这与之前的结果一致。

尽管这些研究带来了重要的信息，但也强调了对消毒剂活性评价进行标准化的必要性。我们还应该开展现场试验，以便更好地了解消毒剂的真正作用。

结论
与SARS-CoV相比，这四种HCoVs 229E、OC43、NL63和HKU1可引起轻微的呼吸道疾病，但这些感染因子涉及10 - 20%患有呼吸道疾病的儿童和免疫缺陷成人，它们还涉及院内感染。此外，尽管SARS流行已得到控制，但仍有可能重新出现SARS-CoV或出现另一种人畜共患菌株。

除了缺乏特定的治疗和疫苗，目前已知的HCoVs表现出明显的环境抗性。它们在不同的生物液体如呼吸道分泌物或粪便中存活已经得到证实。此外，一些参数如低温高相对湿度的稳定作用或有机物的保护作用等，似乎也有利于HCoVs的稳定。在制定消毒策略时，应仔细考虑这种保护作用。事实上，这往往需要用到更高的数量和/或浓度的消毒剂，因此具有更高的毒性。因此，一个有效的消毒过程应该包括一个清洁步骤，以去除这些有机物。古老而著名的消毒原则——只有清洁的东西才能有效消毒——仍然很有价值。

最后，关于HCoVs对消毒剂敏感性的不同研究中，只有少数配方在适应的接触时间内有效，且毒性不太强。例如，考虑到消毒剂对HCoVs缺乏杀灭效率和毒性，只使用季铵盐或酚类化合物是不合适的。一些广泛使用的消毒剂，如乙醇或漂白剂，对HCoVs有显著的活性。但是，应该考虑一些关键的参数，特别是在使用含氯消毒剂的情况下，如有机物质的存在则可能影响它们的杀病毒活性，或需要提高相应剂量。当聚维酮碘或氯己定与乙醇和/或溴化十六烷基三甲铵联用时，可用于HCoVs污染的消毒，而不是与另一种广泛使用的消毒剂已脒定联用。

现在有必要对以下进行调查（i）HCoVs的环境稳定性和无生命物质在其传播中的作用(ii)在标准和特定的条件下，它们对消毒剂配方的敏感性（iii）开发高效无毒的新型消毒剂分子，如环芳烃化合物。
