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1. UvOD

U prosincu 2019. na podruc¢ju Wuhana, Kine, zabiljeZena je cirkulacija novog koronavirusa
(engl. Coronavirus - CoV) koja ¢e se kasnije pretvoriti u jednu od najznacajnijih pandemija

zabiljezenih u povijesti Covjecanstva (SINGH i Y1, 2021.).

Koronavirusi su velika porodica virusa koja uzrokuje respiratorne i probavne infekcije kod
zivotinja i ljudi. U proSlosti nisu smatrani visoko patogenim za ljude sve do pojave koronavirusa
tesSkog akutnog respiratornog sindroma (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome-
Coronavirus — SARS-CoV) 2002. godine i koronavirusa bliskoisto¢nog respiratornog sindroma
(engl. Middle East Respiratory Syndrome- Coronavirus — MERS-CoV) 2012. godine (KIM i
sur, 2020.). Nakon njih pojava novih koronavirusa s pravom se smatra javnozdravstvenom
prijetnjom 21. stoljeca (HU i sur, 2021.). Tome doprinosi i ¢injenica da je velik broj divljih i
domacih Zivotinja prijemljiv na odredene koronaviruse S§to ih moze ¢initi posrednim
domacinom i rezervoarom Virusa (HASOKSUZ i sur, 2020.; LORUSSO i sur., 2020.). Tako se
za SARS-CoV smatra da je na ljude presao sa cibetki, prodavanih na Zivim trznicama u Kini,
koje su dokazano posredni domacin. Dok se posrednim domac¢inom MERS-CoV-a smatraju
jednogrbe deve sa kojih je virus presao na ljude u podrué¢ju Saudijske Arabije (HASOKSUZ i
sur, 2020.). SARS koronavirus 2 (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome- related
Coronavirus 2— SARS-CoV-2) novi je koronavirus koji je po broju zarazenih i proSirenosti u
svijetu otisao daleko dalje od SARS-CoV-a i MERS-CoV-a. Njegov najblizi srodnik je
koronavirus §iSmiSa imenovan ,,RaTG13%, ¢iji se genetski slijed poklapa sa nukleotidnim
slijedom SARS-CoV-2 u 96,2%. Tako visoka genetska sli¢nost potkrjepljuje hipotezu da je
SARS-CoV-2 na ljude izvorno presao sa §ismisa (BACENKOVA i sur., 2021.; HU i sur, 2021.).
Sam virus u ljudi uzrokuje bolest danas poznatu kao koronavirusna bolest 2019 (engl.
Coronavirus Disease 2019 — COVID-19). Bolest se manifestira od asimptomatski i blazih
simptoma sve do teSkog oblika s mogué¢im letalnim ishodom. Kako se globalno brzo S$iri,
Svjetska zdravstvena organizacija ju je proglasila javnozdravstveno hitnom situacijom od
medunarodnog znaaja i pozvala stotine istrazivata da razvijaju dijagnostiku, lijecenje i
imunoprofilaksu s ciljem $to brzeg otkrivanja i kontrole bolesti. Upravo iz tog razloga trebalo
bi Sto prije odgovoriti na pitanja vezana za etiologiju, patogenost i puteve Sirenja
(ESAKANDARI i sur, 2020.).

Veterinari imaju veliku ulogu u javhom zdravstvu (,,One health pristup*) gdje je osnovni cilj
zdravlje i dobrobit ljudi (LORUSSO i sur., 2020.). Uzimajuéi u obzir prethodno navedene



¢injenice postaje jasno da na mnoga pitanja treba odgovoriti i s aspekata veterinarske medicine
(ISLAM i sur., 2022.a). Obzirom na veliki zna¢aj zivotinja u epidemiologiji bolesti ljudi
postavlja se pitanje koliki je stvarni utjecaj ku¢nih ljubimaca na Sirenje SARS-CoV-2. Cilj ovog
istrazivanja je pruziti odgovore na neke od tih pitanja. Istrazit ¢e se sama prijemljivost pasa i

macaka na SARS-CoV-2, moguca klini¢ka oc¢itovanja te njihov javnozdravstveni utjecaj.

2. PREGLED LITERATURE

2.1. POVIJEST

Prije pojave SARS i MERS koronavirusa, cetiri ljudska koronavirusa (engl. Human
Coronaviruses - HCoVs) poznata pod nazivima HcoV-NL63, HcoV-229E, HcoV-OC43 i
HcoV-HKU1 uzrokovala su blage infekcije u imunokompetentnih ljudi (BACENKOVA i sur.,
2021.). Prirodni domacini su im §iSmisi i glodavci, a posrednici goveda i alpake. Osim u
humanoj medicini koronavirusi su dugo poznati i u veterini (LORUSSO i sur., 2020.). Neki od
njih inficiraju samo sisavce ili ptice dok postoje oni koji inficiraju i jedne i druge. Najcesce
koronavirusne bolesti u veterini su transmisivni gastroenteritis svinja, zarazni peritonitis
macaka, zarazni bronhitis peradi te probavne i respiratorne infekcije u pasa (ZHANG i sur.,
2020.; ZHOU i sur., 2021.). Koronaviruse ¢ini jednolancana ribonukleinska kiselina (RNK) s
visokom ucestalos¢u rekombinacije kao najznacajnijim ¢imbenikom njihove raznolikosti.
Stalni prijelaz virusa s izvornih domacina na ljude i druge Zivotinje uvelike je posljedica i
pojacane ljudske aktivnosti, moderne poljoprivrede te urbanizacije (LORUSSO i sur., 2020.).
Dobar dokaz je i pojava SARS-CoV-2 virusa. U kasnom prosincu 2019. nekoliko zdravstvenih
ustanova u gradu Wuhanu, Hubei provinciji u Kini, prijavilo je pojavu pacijenata s
pneumonijama nepoznatog uzroka (LORUSSO i sur., 2020.). Za vecinu slucajeva mogla se
napraviti poveznica sa Huanan Zivom trZznicom, najve¢om trznicom morske hrane gdje se
zivotinje raznih vrsta prodaju zive ili mrtve na otvorenom (HOBBS i REID., 2020,
BARROSO-AREVALO i sur., 2021.). Medu njima mogu se pronac¢i domace Zivotinje ali i
razne vrste divljih npr. $iSmisi, vidrice, zmije, razne vrste ptica itd. Krv i tjelesne tekuéine tih
zivotinja predstavljaju izvrsnu priliku novim virusima za prijelaz vrsnih barijera (LORUSSO i
sur, 2020.). Prema retrospektivnom istrazivanju pojava prvog poznatog slucaja zabiljeZena je
08. prosinca 2019. godine (HU i sur, 2021.). Bronhoalveolarnom lavazom dobiveni su uzorci

iz kojih je izoliran i odreden nukleotidni slijed genoma SARS-CoV-2, prvi puta javno objavljen



09. sijecnja 2020. Kasnije se pojavilo jos slucajeva u kojima se pacijenti nisu mogli povezati s
trznicom te pacijenata za koje se smatra da su inficirani u zdravstvenim ustanovama. Svi takvi
sluc¢ajevi ukazivali su na prijenos virusa s ¢ovjeka na Covjeka. 30. sije¢nja 2020. Svjetska
zdravstvena organizacija proglasila je epidemiju javnozdravstveno hitnom situacijom od
medunarodnog znacaja. 11. veljace iste godine (ESAKANDARI i sur., 2020.; HU i sur., 2021.).
Medunarodno vijeée za taksonomiju virusa (engl. International Committee on Taxonomy of
Viruses - ICTV) imenovalo je novi koronavirus ,,SARS-CoV-2%, a bolest je imenovala Svjetska
zdravstvena organizacija (SZ0O) ,,COVID-19*. Sredinom veljace Kina je dosegnula epidemijski
vrhunac prvog vala na §to su vlasti odgovorile strogim epidemioloskim mjerama. Kao rezultat,
broj dnevno oboljelih ljudi poceo je padati no unato¢ tome medunarodno Sirenje ubrzano je
krajem velja¢e. Visoka transmisivnost i veliki broj medunarodnih putovanja omogucili su
Sirenje bolesti diljem Zemlje. Svjetska zdravstvena organizacija bila je primorana 11. ozujka
2020. oznaciti COVID-19 kao pandemiju (HU i sur, 2021.).

2.2. ETIOLOGUA

2.2.1. GRAPA VIRUSNE CESTICE

Virusi porodice Coronaviridae jednolanc¢ani su RNK virusi s ovojnicom. Spadaju u jedne od
najvecih RNK virusa sa veli¢inom viriona od 118 do 136 nm i veli¢inom genoma od 25 do 32
tisuce baznih parova (bp). Oblik viriona je najéesc¢e okrugli s prepoznatljivim glikoproteinskim
izdancima. Gledano elektronskim mikroskopom izdanci na povr$ini viriona podsje¢aju na
Suncevu koronu od kuda je i potekao naziv porodice Coronaviridae (DE GROOT i sur, 2011.;
PAYNE, 2017.; BACENKOVA i sur., 2021.). Unutar ovojnice virusa nalazi se fleksibilna
nukleokapsida koju ¢ine virusna RNK i nukleoprotein (engl. nucleoprotein - N). Svi
koronavirusi imaju Cetiri strukturalna proteina. Tri od ta Cetiri su vezana za membranu: Siljasti
(engl. spike - S), membranski (engl. membrane - M) i protein ovojnice (engl. envelope - E), te
jedan je N protein (Slika 1.). Neki betakoronavirusi imaju dodatni membranski protein
hemaglutinirajuce i esterazne aktivnosti (engl. hemagglutinin—esterase - HE) (PAYNE, 2017).
SARS-CoV-2 ima Cetiri strukturalna i Sesnaest nestrukturalnih proteina. Nestrukturalni proteini
imaju veliku ulogu u umnazanju i transkripciji. S protein, koji se nalazi na povrsini viriona kao
veliki izdanak, ima ulogu u ulasku viriona u stanicu. Cine ga dvije funkcionalne podjedinice

nazvane S1 i S2 (KORATH i sur., 2021.). Podjedinica S1 ima ulogu u vezanju za receptor



stanice domacina dok S2 spaja membranu viriona i membranu stanice domacina. Podjedinica
S1 Cesto je drugacija kod razli¢itih koronavirusa kako bi prepoznala razne receptore vezanja.
SARS-CoV-2 siljasti proteini slice onima SARS koronavirusu, te oba virusa kao mjesto ulaska
prepoznaju receptor angiotenzin konvertirajuéeg enzima 2 (engl. Angiotensin Converting
Enzyme 2 — ACE2). Sastavni dio Siljastog proteina je podruéje vezanja receptora (engl.
Receptor Binding Domain- RBD) koji prepoznaje ACE2 (WANG i sur., 2020.; KORATH i
sur., 2021.).

SILJASTI PROTEIN

RNA

NUKLEOKAPSIDA

EMBRANSKI PROTEIN

PROTEIN OVOINICE

Slika 1. Grada virusne ¢estice. Prilagodeno iz ZHOU i sur., 2021.

2.2.2. GRADA GENOMA

Genom koronavirusa ¢ini jednolan¢ana pozitivno usmjerena ribonukleinska kiselina veli¢ine
27 do 32 kbp, najveca od poznatih RNK virusa. Genom SARS-CoV-2 ¢ine 29.9 kbp (WANG i
sur, 2020.). Pocetak i kraj ¢ine 5’ i 3’ neprevedena podru¢ja RNK (engl. 5'i 3’ Untranslated
Region - 5', 3’ UTR ). Izmedu tih podruc¢ja nalazi se sedam do deset otvorenih okvira za Citanje
(engl. Open Reading Frames - ORF). Skoro dvije tre¢ine genoma ¢ini ORF 1ab koji nosi upute
za sintezu nestrukturalnih proteina (engl. Nonstructural Protein - NSP) NSP1- NSP16. Na njih
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se redom nastavljaju S, E, M i N geni koji kodiraju istoimene strukturalne proteine (Slika 2.)
(KHAILANY i sur., 2020.). Genom ¢ine i cis-djelujuéi regulacijski elementi koji imaju veliku
ulogu u regulaciji replikacije i transkripcije (PAYNE, 2017.).

10000 20000

g 7a ORF8

A N

5'UTR-|

ORF1a P ORF1b D s A
o,

NSP

t>| NSP2 >{ NSP3 >|NSF’{

-

-
l NSP9 ExoN
R I NSP15(NendoU)

NSP12 > NSP1:E'>( NSP1:1

|
NSP6 | NSP10(ZBD) NSP16(2'-O-MT)
NSP8 RNA HELIKAZA
NSP5(M-pro, 3CL-pro)

Slika 2. Grada virusnog genoma. Prilagodeno iz ZHOU i sur., 2021.

2.3. TAKSONOMUA | KLASIFIKACIJA

Koronavirusi su velika grupa u redu Nidovirales pronadeni kod 45 vrsta zivotinja (ZHOU i sur.,
2021.). Enzootski se mogu prona¢i medu prirodnim rezervoarima kao $to su §iSmisi, glodavci i
ptice, iskazujuéi pritom visoku genetsku raznolikost (HU i sur., 2017.). Iako veéina
koronavirusa obitava u divljim zivotinjama, neki povremeno prijedu vrsnu barijeru inficirajuci
ljude, perad i stoku. Na taj nacin izravno predstavljaju javnozdravstvenu i gospodarsku prijetnju
(ZHOU i sur., 2021.). Pocetkom ovog stolje¢a poveCana je potreba za istraZivanjem
koronavirusa zbog pojave visokopatogenih i genetski razli¢itih CoV-a koji su doveli do
nekoliko epidemija. Razvojem novih tehnika izolacije virusa i analize njihova genoma otkriveni

su mnogi novi virusi ¢ime je znacajno prosiren red Nidovirales.

Red Nidovirales prvi je put predloZen od strane ICTV 1996. godine. Korijen rijeci ¢ini latinski
izraz za gnijezdo (lat. nidum- gnijezdo) (PRINGLE, 1996.). Red trenutno sadrzi osam
podredova medu kojima je podred Cornidovirineae (WALKER i sur., 2019.). Medu tih osam
podredova podred Cornidovirineae sadrzi najvise epidemijskih virusa (ZHOU i sur., 2021.).

Unutar podreda nalazi se samo jedna porodica Coronaviridae koja se dalje dijeli u dvije
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potporodice Letovirinae i Orthocoronavirinae. Potporodicu Orthocoronavirinae ¢ine Cetiri
roda Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus 1 Gammacoronavirus
(MAVRODIEV i sur., 2020.; BACENKOVA i sur., 2021.; ZHOU i sur., 2021).
Alfakoronavirusi i betakoronavirusi inficiraju sisavce, gamakoronavirusi i deltakoronavirusi

uglavnom ptice te pojedini i sisavce (ZHOU i sur., 2021.).

Alfakoronavirusi su najveci rod. Od 19 pripadajucih vrsta jedanaest ih spada u koronaviruse
SiSmiSa. Ostali znacajniji su virus transmisivnog gastroenteritisa, respiratorni koronavirus
svinja, psec¢i koronavirus i koronavirus mac¢aka (DO i sur., 2021.). Jo§ dva zna¢ajna su humani
koronavirusi HCoV-229E i HCoV-NLG63, najces¢i respiratorni patogeni djece i starijih ljudi.
Rod Betacoronavirus trenutno ¢ini 14 vrsta. U njega spadaju najpatogeniji humani koronavirusi
SARS-CoV, MERS-CoV i SARS-CoV-2 te veliki broj s$iSmi$jih koronavirusa. Rod
Gammacoronavirus ¢ini pet vrsta koje uglavnom uzrokuju infekcije u ptica. Napoznatiji i
gospodarski najvazniji je virus zaraznog bronhitisa peradi. Deltakoronaviruse ¢ini sedam vrsta
virusa koji uzrokuju infekcije ptica i sisavaca (ZHANG i sur., 2020.; ZHOU i sur., 2021.). U
taksonomiji koronavirusa SARS-CoV, SARS-CoV-2, vecina §iSmisjih CoV-a, nekoliko CoV-
a cibetki, ljuskavaca i drugih zivotinja klasificirani su u skupinu koronavirusa srodnih SARS
(engl. Severe Acute Respiratory Syndrome Related- Coronavirus — SARSr-CoV), podrod
Sarbecovirus. Nedugo nakon pojave SARS-CoV-2 otkriven je §iSmisji koronavirus RaTG13.
Navedeni virus pokazao je veliku sli¢énost SARS-CoV-2 virusu (ZHOU i sur., 2021.). Uz
navedeni $i8misji pronaden je virus u ljuskavaca s nesto nizim postotkom podudarnosti genoma
(ZHOU isur., 2021.). Iz navedenog je zaklju¢eno da su prirodni rezervoar SARS-CoV-2 §iSmisi
dok se za ljuskavce smatra da su samo posredni domacini (ZHANG i sur., 2020.). SARS-CoV-
2 klasificiran je kao sedmi patogeni koronavirus ljudi (BACENKOVA i sur., 2021.). To¢na
klasifikacija vrste SARS-CoV-2 glasi: carstvo Riboviria, kraljevstvo Orthornavirae, koljeno
Pisuviricota, razred Pisoniviricetes, red Nidovirales, podred Cornidovirineae, porodica

Coronaviridae, potporodica Orthocoronavirinae, rod Betacoronavirus, podrod Sarbecovirus.



2.4. TENACITET

Najvazniji ¢imbenici koji utjecu na opstanak virusa su temperatura, vlaga, vrsta materijala ili
podloge, radijacija/ izloZenost svjetlu, protok zraka i dr. (ACHAK i sur., 2021.). Kontaminacija
povrsina virusom SARS-CoV-2 moze predstavljati rizik prijenosa infekcije prijemljivim
domacinima (DHAKAL i sur., 2021.; ISLAM i sur., 2022.b). Pri 20 °C i 50% relativne vlage
zraka virus ostaje infektivan i do 28 dana na glatkim povrSinama kao §to su metal, plastika,
staklo, papir i novéanice. Na povrSinama s porama pr. pamucna odjeca, pri 20 °C virus ostaje
infektivan pet do devet dana. Porastom temperature ubrzava se inaktivacija, pa je pri 40 °C
virus infektivan maksimalno 24 sata (RIDDELL i sur., 2020.). Na 70 °C vrijeme inaktivacije
iznosi pet minuta dok temperature hladenja (4 °C) pogoduju njegovom duZzem opstanku (CHI i
sur., 2020.). Veli¢ina kapljica utjeCe na vrijeme zadrzavanja virusa. Manje kapljice se brze suse
¢ime je inaktivacija isto brza (HOSSEINI i sur., 2021.). Sli¢no kao i veéinu virusa s ovojnicom,
SARS-CoV-2 inaktivira pH <3. Proteinski sastav medija moze produljiti infektivnost virusa.
Dokazano je da visoko proteinska hrana, govedi fetalni serum i sl. mediji produljuju aktivnost
virusa. Tome vjerojatno doprinosi neutralni pH i vlaznost takvih medija. Od hrane najznacajniji
su meso i morska hrana na kojima virus moZze opstati do 24 sata na +4 °C (DHAKAL i sur.,
2021.). Pretragom bolnickih i gradskih otpadnih voda virus je pri 4 °C infektivan do 14 dana te
do dva dana pri 20 °C (ACHAK 1 sur., 2021.). Unato¢ duzem zadrzavanju na glatkim
povrSinama virus se brzo inaktivira tipi€nim dezinficijensima pr. 70% etanolom, povidon
jodom, kvarternim amonijevim spojevima i sl. Za dezinfekciju zraka mogu se koristiti para
vodikova peroksida, ozon i UV spektar zra¢enja (MARQUES | DOMINGO, 2021.). UV-C
zrake imaju najkracu valnu duljinu i time najvisu energiju $to ih ¢ini upotrebljivima za virusnu
sterilizaciju i dezinfekciju zraka i povrsina. Sunceva svjetlost koja dopire do povrsine zemlje
sadrzi UV-B zrake koje su manje efikasne od UV-C zraka. Povr$ine se tim na¢inom mogu
inaktivirati kroz sat vremena pri UV indexu 10 (FERNANDEZ-RAGA i sur., 2021.).
Inaktivacija na kozi puno je brza od one na metalu i drugim povrSinama, otprilike 9 sati. Pri
tretmanu koze 80%-tnim etanolom do inaktivacije dolazi za 15 sekundi (HIROSE i sur., 2020.).
Najbolja inaktivacija postize se kombinacijom fizikalnih i kemijskih metoda (ACHAK 1 sur.,
2021.).



2.5. PROSIRENOST
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Slika 3. Globalna prosirenost SARS-CoV-2. Prilagodeno iz ZHU i sur., 2022.

Prvi ve¢i val na sjevernoj polutki dogodio se u zimu 2020. u zemljama kao $to su Kina, Japan,
Sjedinjene Americke Drzave (SAD) i zemlje Europe (PARRA-LUCARES i sur., 2022.).
COVID-19 u ljudskoj je populaciji ubrzo prerastao u pandemiju, te je ve¢ u lipnju 2020.
pozitivne slucajeve prijavilo 216 zemalja diljem svijeta (SONG i sur., 2020.; YANG i sur.,
2020.). Znacajni utjecaj na Sirenje imaju geografski i okolisni uvijeti, zdravstveni sustav
pojedine drzave te uspostavljanje i provodenje naredenih mjera. Zapadne europske zemlje,
Japan i Kanada imaju veci postotak procjepljenosti, otprilike 70%, dok je u Indiji, Juznoj Africi
i Juznoj Americi procjepljenost ispod 50%. Neravnomjernost procjepljenosti povezuje se sa
socioekonomskim statusom zemalja 1 otvara mogucénost nastanka novih varijanti u
siromasnijim podru¢jima (PARRA-LUCARES i sur., 2022.). Kako pandemija napreduje
otkrivene su desetine tisu¢a novih mutacija koje eventualno vode novim varijantama (CYRUS
MAHER 1 sur., 2022.). Prvi slu¢ajevi u Europi otkriveni su u Francuskoj 24. sijecnja 2020. te

Njemackoj 28. sijecnja 2020. Utvrdeno je da je virus u Francusku, Njemacku 1 Italiju uveden



iz kineske pokrajine Hubei. Smatra se da se po Europi kasnije najviSe proSirio iz Italije
(NADEAU 1 sur., 2020.). Od 31. prosinca 2021. prihvacéene su sljedece varijante virusa: C.37
(Lambda) i B.1.621 (Mu) kao varijante od interesa (engl. Variant Of Interest - VOI); B.1.1.7
(Alfa), B.1.351 (Beta), P.1 (Gamma), B.1.617.2 (Delta) i B.1.1.529/BA.1 (Omikron) kao
zabrinjavajuce varijante (engl. Variant Of Concern - VOC) (PARRA-LUCARES i sur., 2022.).
Alfa varijanta pojavila se u rujnu 2020. u Ujedinjenom Kraljevstvu, Beta negdje u isto vrijeme
u Juznoj Africi a Gamma u studenom 2020. u Brazilu. U skorije vrijeme Delta i Omikron
odgovorni su za znacajan porast broja slucajeva, dok su Alfa, Beta i Gamma znacajno rijede.
Delta se pojavila u Indiji u listopadu 2020. i postala globalno dominantna u prosincu 2021.
godine. (PARRA-LUCARES i sur., 2022.) Omikron se pojavio u studenom 2021. u Juznoj
Africi prvi puta kod putnika iz Bocvane. Ubrzo se znacajno proSirio u svijetu i preuzeo ulogu
globalno dominantne varijante. Zatim su iz njega proizasle podlinije. BA.1, BA.2 i BA.3
otkrivene su skoro istovremeno dok su kasnije dokazane jo§ BA.4 1 BA.5, te jo$ podlinija unutar
BA.11BA.2. U pocetku je dominirala podlinija BA.1 no BA.2 polako preuzima vodece mjesto
u svjetskoj rasirenosti. U meduvremenu je doslo do rekombinacije izmedu Delte i Omikrona pa
su nastale podlinije XD (Francuska, Danska), XF (Ujedinjeno Kraljevstvo) i XS (SAD) ¢esto
nazivane i Deltakron (SHRESTHA i sur., 2022.).

Prvi slucaj zaraze u Hrvatskoj prijavljen je 25. veljace 2020. Tijekom ljeta broj slucajeva
postupno je rastao da bi u rujnu doslo do naglog porasta oboljelih (VILIBIC-CAVLEK i sur.,
2021.a). Vec u veljaci 2021. prijavljen je treci val zaraze kojim je dominirala Alfa (B.1.1.7)
varijanta, dok je pojava Delte (B.1.617.2) u lipnju iste godine najavila ¢etvrti val. Beta i Gamma
u tom trenutku postale su sporadi¢ne jer je u roku od dva mjeseca Delta dijagnosticirana u 98
% slucajeva. U studenom 2021. pojava Omikrona najavila je peti val, kojim je on dominirao do
te mjere da je u par tjedana Delta pala na manje od 15 % prijavljivanih slu¢ajeva (FERENCAK
i sur., 2022.).

Do 30. studenog 2022. OIE-u je prijavljeno 695 slucajeva infekcije kod Zivotinja. Slu¢ajevi su
prijavljivani globalno u 36 zemalja kod 26 Zivotinjskih vrsta (Slika 3.). Neke od navedenih su
macke, psi, vidrice, kune, pitome vretice, divlji felidi, jeleni, hréci itd. U Hrvatskoj najvise
slucajeva prijavljeno je kod macaka, pasa, lavova i riseva. Sedamnaestogodis$nji pomeranac iz
Hong Konga prvi je kuéni ljubimac pozitivan na SARS-CoV-2, 26. veljace 2020. (HOBBS i
REID, 2022.). Od ljubimaca najvise su prijavljivane macke: ¢etiri u SAD-u, dvije u Francuskoj
i po jedna u Hong Kongu, Belgiji, Spanjolskoj, Njemackoj i Rusiji do srpnja 2020. U ozujku i
travnju 2020. pet tigrova i tri lava proglasena su pozitivnima u zooloskom vrtu u New Yorku
(BARROSO-AREVALO isur., 2021.; HOBBS i REID, 2022.). Do kraja lipnja 2020. 17 farmi
vidrica u Nizozemskoj i dvije u Danskoj prijavljuju infekciju virusom. Bjelorepi jeleni na
podrucju Sjeverne Amerike visoko su prijemljivi na SARS-CoV-2 i uspijevaju odrzati njegov
prijenos u divljini. Vise od 30 % testiranih jelena u Ohiou imalo je pozitivan nalaz lan¢anom
reakcijom polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction - PCR). Sli¢noj proporciji jelena u
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drugim dijelovima SAD-a dokazana je serokonverzija (BIENZLE i sur, 2022.; MURPHY I LY,
2022.). Zadnji ozbiljniji slu¢aj infekcije u Zivotinja zabiljezen je 15. sijeénja 2022. u Hong
Kongu gdje su sirijski hréci uvezeni iz Nizozemske unijeli novu Delta varijantu (AY.127) medu
tamosnju populaciju ljudi (LING-YEN i sur., 2022.; WOO-CHAN i sur., 2022.).

2.6. EPIZOOTIOLOGUA

Prvim prirodnim domac¢inom SARS-CoV-2 smatra se vrsta Rhinolophus affinis, vrsta §iSmisa
iz porodice Rhinolophidae. Za razvoj pandemije u ljudi zbog zoonotskog ucinka pretpostavlja
se da postoji barem jedan posredan domacin. U pocetku jedini dokazani primjer bio je petoprsti
ljuskavac, Manis pentadactyla (BACENKOVA i sur., 2021.). Obzirom da divlje i domace
zivotinje mogu biti posredni domacini, potrebno je tijekom pandemije pretraZivati zivotinje
kako bi se izbjegao prijenos ¢ovjek-zivotinja-Covjek (KANG i1 sur., 2021). Prirodni prijenosi sa
ljudi na Zzivotinje dokazani su kod kuénih ljubimaca, Zivotinja u zooloskim vrtovima, te
farmskih i divljih zivotinja. Vrste sa najve¢im rizikom infekcije su primati i veéina mesojeda
(HOBBS I REID, 2022.). Nekoliko slucajeva dokazuje kako SARS-CoV-2 moze lako preci s
ljudi na zivotinje, no vecina takvih prijenosa ne zavrsi zadrzavanjem virusa. Odrzavanje virusa
I daljnja evolucija virusnog genoma primjeceni su jedino kod epizootija na farmama vidrica i
medu divljim bjelorepim jelenima (BIENZLE i sur., 2022.; LING-YEN i sur., 2022.). Prijenos
sa zivotinja na ljude dokazan je na farmama krznasa u Nizozemskoj gdje je virus presao s
vidrica na radnike, macke i pse u okolici farmi (BIENZLE i sur., 2022.; LING-YEN i sur.,
2022.; MURPHY I LY, 2022.). Obrnuta zoonoza zabiljeZena je jo$§ samo kod sirijskih hr¢aka u
Hong Kongu (LING-YEN i sur., 2022.; MURPHY 1 LY, 2022.; WOO-CHAN i sur., 2022.).
Medu domacim Zivotinjama, macke i psi su prijemljive vrste s blagim i prolaznim izlu¢ivanjem
virusa. Virus cirkulira medu njima ali u koli¢ini nedovoljnoj da sluZe kao rezervoar za ljude
(BESSIERE i sur., 2022.). Pas i macka u Teksasu pretrazeni su PCR-om dva dana nakon
pozitivnog nalaza njihova vlasnika. Uzeti su brisevi nosa, zdrijela i krzna te su svi bili pozitivni
na SARS-CoV-2 B.1.1.7 varijantu. Vlasnik prethodno opisuje kako je kontakt sa ljubimcima
dosta blizak te ukljucuje spavanje u istoj sobi i krevetu (HAMER i sur., 2022.). Macke su
prijemljivije na infekciju u odnosu na pse (HOBBS | REID, 2022.). Istrazivanje u Wuhanu
pokazuje da macke i psi iz COVID-19 pozitivnih kucanstava imaju najvise titrove
neutraliziraju¢ih protutijela. Znaci da je najveci izvor infekcije za njih sam vlasnik. Macke iz
COVID-19 negativnih kuéanstava, ali s mogu¢nosc¢u izlaZenja van, isto serokonvertiraju §to
upucuje na uéinkovit prijenos s macke na macku (BARROSO i sur., 2022.). Jo$ jedan dobar
primjer je i seroprevalencija u skloniStima koja primjerice u Nizozemskoj iznosi 2,1%
(BARROSO i sur., 2022.). Eksperimentalno inficirane macke izlucuju virus nazofaringealno
10 dana, orofaringealno 7 dana i rektalno 14 dana ali takvi uvjeti daleko su od tipi¢nih uvjeta u
domacinstvu (BIENZLE i sur., 2022.). Prijenos virusa je uglavnom direktnim kontaktom ali i
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kapljicno (BARROSO-AREVALO i sur., 2021.; HOBBS i REID, 2022.). Za razliku od
macaka, psi mogu biti inficirani ali ne prenose virus na druge pse. Klini¢ki znakovi u pasa su
rijetki te oni virus ne izlucuju ni u eksperimentalnim uvjetima. Virus nije dokazan
orofaringealno niti u organima pri razudbi (HOBBS i REID, 2022.). Ve¢na pozitivnih pasa ima
pozitivan rektalni uzorak kao rezultat bliskog kontakta s inficiranim vlasnicima (BEDDIAF i
sur., 2022.; HOBBS i REID, 2022.). Psi u skloniStima manje su podlozni infekciji od pasa iz
pozitivnih kucanstava (BARROSO i sur., 2022.). lako vecina infekcija u pasa i macaka potjece
od ljudi, ¢imbenici rizika prijenosa sa vlasnika na ljubimce nisu dobro definirani. Ljubimci
najcesS¢e imaju dosta blizak kontakt sa vlasnicima zbog ¢ega su vise nego dovoljno izlozeni
SARS-CoV-2. Rizik se povecava kod odredenih oblika ponaSanja kao Sto su ljubljenje
ljubimaca i spavanje na istom krevetu (BIENZLE i sur., 2022.). Upitna je i moguénost
kontaminacije okoli$a od strane ljubimaca, osobito zatvorenih prostora, jer i to predstavlja jedan
od nacina $irenja virusa (KANG i sur., 2021.). Obzirom da nije dokazan prijenos na ljude niti
znacajan na druge Zzivotinje, zasad na pse i macke gledamo kao ,dead-end“ domacine
(KORATH i sur., 2021.). Neovisno o tome, cirkulacija bi se trebala nadgledati zbog velike

mogucénosti nastanka novih varijanti u zivotinja (BESSIERE i sur., 2022.).

2.7. PATOGENEZA

Psi su slabo prijemljivi na SARS-CoV-2 iz dva vjerojatna razloga. Koli¢ina stanica sa izlozenim
ACE2 i serin 2 transmembranska proteaza (engl. Transmembrane Protease Serin 2 —
TMPRSS2) receptorima znatno je manja u respiratornom sustavu, a sami ACE2 receptori imaju
izmjene znacajnih aminokiselina koje onemogucavaju adsorpciju virusa (HOBBS I REID,
2022.). Macke su, u usporedbi s psima, prijemljivije na infekciju SARS-CoV-2 virusom
(BEDDIAF i sur.,2022.). Virus se kod mac¢aka umnaza u gornjem respiratornom traktu nakon
prijenosa putem zraka. Kod njih je dokazana velika koli¢ina stanica s ACE2 1 TMPRSS2
receptorima. Takve stanice, koje su mete SARS-CoV-2 virusa za adsorpciju, rasprostranjene su
po organima probavnog, respiratornog i mokra¢nog sustava. Na temelju tih saznanja
pretpostavlja se da infekcija u macaka ima vise ulaznih vrata (HOBBS | REID, 2022.). U
eksperimentalno inficiranih macaka najzamjetnija je limfoplazmocitna infiltracija gornjih
respiratornih puteva. Serokonverzija je kod pojedinih pasa i macaka primjetna ve¢ sedmi dan,
kod ostalih ¢etrnaesti dan od infekcije. IgM protutijela dokazana su sedam do 14 dana nakon
infekcije ali ne i 28. dan. 1gG protutijela dokazana su isto nakon sedam do 14 dana ali u nesto
nizoj kolicini kod pasa u odnosu na macke (BOSCO-LAUTH i sur., 2020.).
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2.8. KLINICKA SLIKA

Istrazivanja pokazuju da je vec¢ina kucnih ljubimaca inficirana samo prolazno. Infekcije su
uglavnom supklinicke ili povezane s prolaznim respiratornim i gastrointestinalnim klini¢kim
znakovima (BASSIERE i sur., 2022.; BIENZLE i sur., 2022.). Prvi prijavljeni slu¢aj u Europi
je macka iz Belgije. Klinicki znakovi bili su kompatibilni s koronavirusnom infekcijom te je
zivotinja nakon PCR testiranja ispovra¢anog sadrzaja i fecesa proglasena pozitivnom na SARS-
CoV-2. Devet dana nakon nastupa klinickih znakova stanje joj se poboljsalo (HOSIE i sur.,
2021). Za macke je dokazano da razvijaju i supklinicki i simptomatski oblik pri ¢emu su mlade
zivotinje podloznije tezim oblicima i uginu¢u (HOBBS i REID, 2022.). Sistemskim pregledom
prirodnih slucajeva utvrdeno je da su macke u proslosti razvijale razne blage do ozbiljne
respiratorne simptome. Od navedenih simptoma dominiraju kihanje i kasalj, gastroenteritisi
(povracanje 1 proljev), op¢i infekcijski sindrom (vruéica, letargija, inapetencija),
kardiovaskularni i neuroloski znakovi (BARROSO i sur., 2022.; MASTUTIK i sur., 2022.).
Neka istrazivanja pokazuju da klinicke znakove treba tumaciti sa zadrskom jer se usprkos
pozitivnom PCR nalazu vecina simptoma moZe povezati s ostalim komorbiditetima
(BARROSO-AREVALDO i sur., 2021.). Iako su psi podlozni infekciji, razvoj klinickog oblika
bolesti jako je rijedak u odnosu na macke (BARROSO i sur., 2022.; BEDDIAF i sur., 2022.;
KORATH i sur., 2021.). Uglavhom ostaju zdravi, a ako se znakovi primijete ¢eS¢e su
uzrokovani nepovezanim bolestima (KORATH i sur., 2021.). Unato¢ slaboj prijemljivosti ne
treba zaboraviti da je pandemija negativno utjecala na zivotinje indirektno. Zbog provodenja
naredenih mjera u ljudskoj populaciji zabiljezena je smanjena potraznja za veterinarskim
uslugama. Osim mjera, strah medu ljudima doveo je do pove¢anog napustanja pasa i macaka te
su zabiljeZeni slu€ajevi bacanja Zivotinja sa nebodera (HOBBS I REID., 2022.).

2.9. PATOANATOMSKI | PATOHISTOLOSKI NALAZ

Vecina promjena opisana je kod macaka nakon pokusnog izazivanja infekcije. Patoanatomski
makroskopske promjene nisu primijecene. Histopatoloske promjene kod macaka ukazuju da
inaCe zdrave macke mogu razviti blagi supklinicki oblik s blagim patoloskim promjenama
gornjih respiratornih puteva (BOSCO-LAUTH i sur., 2020.; MASTUTIK i sur., 2022.). Cest je
nalaz hiperplazije epitela nosne sluznice s umjerenom infiltracijom mononukleara u lamini
propriji (BARROSO-AREVALO i sur., 2022.a). Neke macke razvijaju minimalni
limfoplazmocitni rinitis i traheitis (BOSCO-LAUTH 1 sur., 2020.). Kod infekcije macica
starosti deset do 14 tjedana primijecene su odredene promjene na plu¢ima $to dokazuje da se
virus lakSe umnaza u mladih Zivotinja (CLEARY i sur., 2020.; HOSIE i sur., 2021.;
MASTUTIK i sur., 2022.). Histologija pluca tih Zivotinja pokazuje izrazen pluéni edem, blagu
limfocitnu intersticijsku pneumoniju s peribronhalnim i perivaskularnim limfocitnim
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nakupinama i alveolarnom histiocitozom (Slika 4.) (BOSCO-LAUTH i sur., 2020.;
BARROSO-AREVALO i sur., 2022.a). Na tankom crijevu izrazen je edem mukoze s blagim
povecanjem Peyerovih ploca. Unato¢ nalazu patoloskih promjena, molekularnim testiranjem
tkiva post mortem virusna RNK nije detektirana. Posljedi¢no se moze zakljuciti da su patoloske
lezije posljedica imunosnog odgovora organizma na prisustvo antigena. ViSe studija trebalo bi
provesti kako bi se izvukli toéniji zakljuéci (BARROSO-AREVALO i sur., 2022.a).

Slika 4. Patohistoloski nalaz. A) Histoloski prikaz dusnika 5. dan infekcije. Submukoza je
prosirena zbog izrazenog edema (strelice) sa obiljem limfocitnog infiltrata (zvjezdice).
Hematoksilin-eozin bojanje, povecanje 100x.; B) Histoloski prikaz nosnih turbinata 5. dan
infekcije. Usporedba mukoze normalne debljine (prazna strelica) sa hiperplasti¢cnim (glava
strelice) i ulceriranim (crna strelica) epitelom. Submukoza je u podrucju ulceracija edematozna
te infiltrirana neutrofilima i mononuklearima. Hematoksilin-eozin bojanje, povecéanje 40x.; C)
Histoloski prikaz nosnih turbinata 5. dan infekcije. Respiratorni epitel rangira od oslabljenog
(strelica) do ulceriranog (glava strelice) sa preostalim povrSinskim stani¢nim debrijem.
Submukoza (zvjezdica) je u podrucju ulceracija edematozna te infiltrirana neutrofilima i
mononuklearima. Hematoksilin-eozin bojanje, povecanje 100x.; D) Histoloski prikaz plu¢nog
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parenhima 42 dana nakon infekcije. Alveolarni prostori (,,A*) ispunjeni su mononuklearima
(strelice). Alveolarni zid ispunjen je mononuklearima i mjestimi¢nim neutrofilima (zvjezdica).
Hematoksilin-eozin bojanje, povecanje 400x. Prilagodeno iz BOSCO-LAUTH i sur., 2020.

2.10. DUAGNOSTIKA

Iako je dijagnostika fokusirana na ljude, razne molekularne i seroloske metode prilagodavaju
se dijagnostici virusa u zivotinja (BARROSO i sur., 2022.). Trenutno se zivotinje preporuca
testirati samo nakon konzultacije sa veterinarskom sluzbom jer su preporuke razlicite za
razli¢ite zemlje. U nekoliko Europskih zemalja testiranje je omoguceno u veterinarskim
laboratorijima. Molekularna metoda dijagnostike je RT-PCR za otkrivanje virusne RNK iz
briseva nosa, zdrijela i rektuma. Seroloske metode za dokaz protutijela u serumu
podrazumijevaju imunoenzimski test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA) i
virus neutralizacijski test (VN test) (HOSIE i sur., 2021.). Serokonverzija u ljubimaca sli¢na je
serokonverziji u ljudi. Psi i macke razvijaju protutijela nakon 14 dana od dana infekcije. 1z toga
razloga seroloska testiranja trebalo bi provoditi barem dva tjedna nakon kontakta sa COVID-
19 pozitivnim vlasnicima (BARROSO i sur., 2022.). Posebnu paznju trebalo bi posvetiti
imunoenzimskom testu zbog daljnje evaluacije specifi¢nosti i osjetljivosti te mogucih
unakriznih reakcija. Izolacija virusa iz briseva dozvoljena je samo u laboratorijima
biosigurnosne razine tri zbog potencijalnog rizika infekcije laboratorijskog osoblja (HOSIE i
sur., 2021.).

2.11. LDECENJE

Do danas nema dokazano ucinkovitih lijekova sluzbeno namijenjenih za SARS-CoV-2
infekciju u zivotinja (HU i sur., 2021.). Po uzoru na humanu medicinu neki od lijekova koristeni
su i u veterinarskoj. Primjer su inhibitori angiotenzin konvertirajuéeg enzima i blokatori
angiotenzinskih receptora (KORATH i sur., 2021.). lako zasad nema to¢nih podataka kako ti
lijekovi mogu utjecati na ishod infekcije u veterini, sve ¢eS¢e se spominju u lijeCenju COVID-
19 bolesti kod ljudi (HU i sur., 2021.). Obzirom da SARS-CoV-2 moze potaknuti jak imunosni
odgovor, potencijalna potporna terapija moze ukljucivati imunomodulatore. Deksametazon je
kortikosteroid sa protuupalnim i imunosupresivnim djelovanjem ¢iji je glavni u¢inak inhibicija
upalnih citokina i neutrofilne infiltracije (HU i sur., 2021.). Ameri¢ka agencija za hranu i
lijekove odobrila je koriStenje antivirusnih lijekova Remdesivir i Paxlovid u lije¢enju ljudi, a
jos nekoliko njih se istrazuje pr. Molnupiravir (SINGH i sur., 2022.). lako postoje protuvirusni
lijekovi ucinkoviti protiv macjih koronavirusa (engl. Feline Coronavirus - FCoV), upitno je
koliko ih moze djelovati na SARS-CoV-2. GC376 je antivirusni lijek uspjesno koristen u
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lijeCenju zaraznog peritonitisa macaka (engl. feline infectious peritonitis - FIP). On i njegov
metabolit GC373 pokazali su se kao u¢inkoviti inhibitori SARS-CoV-2 u in vitro istrazivanjima
(VUONG i sur., 2020.). Nema objavljenih istrazivanja koja dokazuju njihovu in vivo
ucinkovitost protiv SARS-CoV-2 (IZES i sur., 2020.). Za Molnupiravir, potencijalni lijek za
ljude, primjeceno je smanjenje koli¢ine virusa u pluénom tkivu kod sirijskih hréaka i sSmanjenje
prijenosa medu pitomim vreticama (POURKARIM i sur., 2021.). Remdesivir (GS-5734) je
antivirusni lijek sa Sirokim spektrom djelovanja, ukljucujuci koronaviruse. U veterinarskoj
medicini ve¢ se eksperimentalno ali uspjesno koristi njegov metabolit GS-441524 u lijeCenju
FIP-a (ROY i sur., 2022.). Terapijski u¢inak Remdesivira na rezus makakijima ocitovao se
smanjenjem pluénih infiltracija i opcenito smanjenjem patoloskih promjena na pluc¢ima
uzrokovanih SARS-CoV-2 virusom (PAGLIANO i sur., 2021.).

lako je pandemija imala manje neposredne ucinke na zdravlje Zivotinja, neosporan je znacaj
novih podataka koje dobivamo pra¢enjem uspjeha lije¢enja SARS-CoV-2 u Covjeka. Fokus
znanstvene javnosti na ovu problematiku moze rezultirati spoznajama koje ¢e u konacnici biti
primjenjive u lijecenju koronavirusnih infekcija neovisno o vrsti virusa ili domacina, $to je
upravo u osnovi One Health pristupa (IZES i sur., 2020.).

2.12. IMUNOPROFILAKSA

lako potreba da se domace zivotinje cijepe u ovom trenutku moze izgledati kao iracionalni
pothvat u §iroj javnosti, uspjes$na eliminacija SARS-CoV-2 ostvariva je samo nakon uspjesne
kontrole prijenosa u svih prijemljivih vrsta (SHARUN i sur., 2021.). U mnogim zemljama ve¢
je prepoznata potreba za cijepljenjem divljih Zivotinja drzanih u zatoCeniStvu, koliko zbog
zaStite zaposlenika toliko 1 zbog njihova o€uvanja. Medu prvim cijepljenim Zivotinjama razne
su vrste primata, divljih felida i vidrica (SHARUN i sur., 2021.). Varijante proizasle s uzgojnih
farmi vidrica odgovorne su za 40% COVID-19 slucajeva u Nizozemskoj. Takvi dogadaji samo
potvrduju stalno prisutan rizik od preskakanja meduvrsne barijere, zoonotskog i potencijalnog
zooantroponotskog prijenosa. Dok su za ljude stvorena mnoga SARS-CoV-2 cjepiva, malo ih
se stvara za ljubimce i zivotinje opcenito. Cijepljenje je ucinkovit nacin prevencije mnogih
zaraznih bolesti ljudi 1 zivotinja. Istrazivanje zivotinjskih koronavirusa dovelo je do razvoja
nekoliko ucinkovitih veterinarskih cjepiva i pomaze usmjeravanju razvoja sigurnog i
uc¢inkovitog cjepiva za SARS-CoV-2 (SHARUN i sur., 2021.; TABYNOV i sur., 2022.). U
veterinarskoj medicini samo su dva SARS-CoV-2 cjepiva prijavljena (TABYNOV i sur.,
2022.). Rusija je registrirala prvo svjetsko SARS-CoV-2 cjepivo za zivotinje, Carnivac-Cov,
inaktivirano cjepivo. Klinicki je testirano u pasa, macaka, vidrica 1 lisica nakon cega je

odobrena masovna proizvodnja. Imunost potaknuta njime traje minimalno Sest mjeseci
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(SHARUN i sur., 2021.; TABYNOV i sur., 2022.). Drugo cjepivo je Zoetis rekombinantno
cjepivo koje se koristi u zooloskim vrtovima SAD-a. LinearDNA™ COVID-19 cjepivo za
upotrebu kod macaka trenutno je u razvoju zajednickom suradnjom SAD-a i ltalije.
Preliminarna istrazivanja pokazuju kako jedna doza uspje$no poti¢e tvorbu visokog titra
protutijela (SHARUN i sur., 2021.). U 2022. objavljeno je nekoliko radova iz Spanjolske,
Republike Koreje i Kazahstana u kojima se opisuje stvaranje cjepiva za upotrebu u macaka i
pasa u svrhu sprjecavanja pojave reverzne zoonoze (BARROSO-AREVALO isur., 2022.b; GA
i sur., 2022.; TABYNOV i sur., 2022.). Preventivne mjere kao izbjegavanje bliskog kontakta
pozitivne osobe i ljubimca mogu biti efikasna prva linija obrane. Dodatne mjere mozda su
potrebne kod zivotinja izlozenih visokom titru virusa ili kod ljudi podloznih teSkom obliku
bolest, a koji su u ¢estom kontaktu sa prijemljivim zivotinjama (BARROSO-AREVALO i sur.,
2022.b).

2.13. JAVNO ZDRAVSTVO

Kako pandemija ulazi u trecu godinu sve je vjerojatnije da ¢e u jednom trenu biti proglasena
endemijom (ZHU i sur., 2022.). lako je neka bolest endemska ne zna¢i da je manje
zabrinjavajuca 1 opasna. Jo§ od samog pocetka 2019. SARS-CoV-2 mutira i evoluira ¢esto
zavrSavaju¢i novim varijantama. Rast genetske raznolikosti i velik broj slucajeva stvara
savrsene uvjete za rekombinaciju virusa i stvaranje novih znacajnih varijanti (SINGH i YI,
2021.). Zadnja takva varijanta je Omikron za koju je dokazano da se lakse prenosi i izbjegava
imunosni odgovor. Nove varijante predstavljaju znacajan problem za javno zdravstvo (ZHU i
sur., 2022.). Veterinari djeluju u veterinarskom javnom zdravstvu koje ima ogromnu ulogu u
zastiti 1 odrzavanju zdravlja ljudi (LORUSSO i sur., 2020.). ,,One Health*, naziv je koncepta
koji nalaze da je zdravlje ljudi, zivotinja i okolisa medusobno prepleteno i ovisno (ISLAM i
sur., 2022.a). Zadnjih godina primjeéena je klju¢na uloga veterinara u prouc¢avanju postanka,
evolucije i patogeneze koronavirusa. Poznato je da koronavirusi ve¢ desetlje¢ima uzrokuju
bolesti farmskih Zivotinja i kué¢nih ljubimaca (LORUSSO i sur., 2020.). SARS-CoV-2 pokazao
se kao jo$ jedan takav virus. U nedavnom istrazivanju prijavljen je zoonotski prijenos SARS-
CoV-2 sa ljubimaca na ljude. Hrcci uvezeni iz Nizozemske izazvali su Sirenje bolesti medu
ljudskom populacijom u Hong Kongu (WOO-CHAN i sur., 2022.). Sli¢ni slucajevi otkrivaju
nedostatke u razumijevanju trenutne pandemije te propuste kontrole i nadzora. Kontinuirana
evolucija virusa primje¢ena je u vidrica na farmama krzna i1 bjelorepih jelena u divljini
(MURPHY i LY, 2022.). Prijavljeni slucajevi mogu biti samo vrh ledenjaka jer neotkrivene
cirkulacije medu drugim divljim Zivotinjama pretstavljaju veliku vjerojatnost. SARS-CoV-2
mogao bi opstajati i cirkulirati u Zivotinjama koje bi postale rezervoar i izvor zaraze za ljude
(HU i sur., 2021.; ZHU i sur., 2022.). Ako se uzme u obzir da ¢esto dolazi do rekombinacije,

ista se moze dogoditi sa Siroko prisutnim zivotinjski koronavirusima (SINGH i Y1, 2021.; ZHU

16



1 sur., 2022.). Unato¢ navedenim mogucnostima malo truda ulaZze se u monitoring takvih
dogadaja u zivotinjskoj populaciji. ,,Bolest X*, pseudonim je koji sluzi kao podsjetnik da je
naopasnija bolest vjerojatno ona koja jo$ nije otkrivena. U jednom trenu to je bila COVID-19 i
iako pandemija jo$ nije pod kontrolom ve¢ bi trebalo razmisljati o moguénosti pojave nove
(ISLAM i sur., 2022.a). Pandemija mozZe biti proglaSena gotovom u skorijoj buduc¢nosti no za
javno zdravstvo ostaju joS mnoga nerijeSena pitanja. Sistemski nadzor SARS-CoV-2 u
ljubimaca, divljih i domacih zivotinja od presudnog je znacaja u potraznji tih odgovora (ZHU i
sur., 2022.). Svijet ¢e se eventualno oporaviti od COVID-19, a ako nas je bolest i¢em naucila
to je da princip jednog zdravlja treba primjenjivati odmah za zdraviju buduénost svih vrsta
(ISLAM i sur., 2022.a).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. ODABIR UZORAKA

Istrazivanjem su obuhvaceni uzorci seruma iz opée populacije pasa i macaka prikupljeni u
razdoblju od sijecnja do travnja 2022. godine. Vremensko razdoblje odabrano je pracenjem
prevalencije u ljudi oc¢ekujuéi da ¢e ona korelirati sa prevalencijom u zivotinja. Za potrebe
istrazivanja prikupljeni su ostatni uzorci seruma sa klinika Sveucilisne veterinarske bolnice
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Serumi su uzimani u svrhu provjere
zdravstvenog stanja zivotinja. Za vrijeme prikupljanja pohranjeni su na -20 °C u Viroloskom
laboratoriju Veterinarskog fakulteta. Kod odabira seruma jedini preduvijet bio je da Zivotinje
imaju dostupne anamnesti¢ke i podatke nacionala u medicinskom zapisniku. Ukupno je
pretrazeno 296 seruma pasa i 140 seruma macaka.

3.2. PRIKUPLJANJE PODATAKA

Za potrebe statistiCke obrade preuzeti su podaci o nacionalu te anamnezi i klinickoj slici iz
medicinskih zapisnika zaprimljenih Zivotinja. Oni ukljucuju vrstu, pasminu, spol, dob,
prebivaliSte, trenutnu dijagnozu, prisutnost respiratornih klinickih znakova, nalaz rendgenske
pretrage i pripadnost azilima.

Uzorkovanje i prikupljanje podataka odobreno je od strane Povjerenstva za etiku u
veterinarstvu, na 6. redovitoj sjednici Fakultetskog vije¢a u akademskoj godini 2020/21. (klasa:
640-01/21-17/14; ur. br.: 251-61-41-21-01).

3.3. DOKAZ PRISUTNOSTI PROTUTIJELA ZA SARS-COV-2

Za dokazivanje protutijela na SARS-CoV-2 u Viroloskom laboratoriju Zavoda za
mikrobiologiju 1 zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
koristen je virus neutralizacijski test (VN test).

Virus neutralizacijski test seroloska je metoda dijagnostike koja se koristi za odredivanje titra
neutralizacijskih protutijela u uzorku seruma. Reakcija neutralizacije odvija se u jazicama
mikrotitracijskih plitica, u kojima se serijska razrijedenja seruma, inkubiraju s unaprijed
odredenom dozom virusa i stanicama. Dokazom prisutnosti neutralizacijskih protutijela smatra
se izostanak specificnog virusnog citopatogenog ucinka (CPU) na stanicama u jaZicama u

kojima se nalazi pretrazivani serum. Serumi se pretrazuju u razrjedenjima od 1:2 do 1:256, po
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potrebi i viSe. Pri tumacenju rezultata testa mora se imati na umu da pojedini uzorci seruma
mogu djelovati nespecifi¢no citotoksi¢no na stanice.

3.4. OPIS POSTUPKA

3.4.1. MATERUALI

Uzorak: serum
Pribor i oprema:

Jednokanalna automatska mikropipeta zapremine 10 — 100 ul (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka),

Jednokanalna automatska mikropipeta zapremine 100 do 1000 pl (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka),

Visekanalna automatska mikropipeta zapremine 10 - 100 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),
Sterilni nastavci za pipete,

Epruvete zapremine 1.5 ml (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),

Epruvete zapremine 15 i 50 ml (Falcon. BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey),
Mikrotitracijske plitice s 96 jazica, ravnim dnom i poklopcem,

Plasti¢ne bocice za rad sa stani¢nim kulturama,

Vodootporni marker,

Lateks rukavice,

Stalak za Eppendorf epruvete,

Samoljepljive naljepnice,

Samoljepljiva traka,

Termostat s CO237°C,

Vodena kupelj 56°C,

Autoklav (AV500x700) (INKOlab d.o.0.),

Laminarna komora (LFVP 12) (Iskra P10, Sentjernej, Slovenija),

Invertni svjetlosni mikroskop (Olympus, Tokio, Japan),
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Hladnjak sa temperaturom +4 °C,
Hladnjak sa temperaturom -20 °C,
Hladnjak za duboko smrzavanje sa temperaturom -90 °C,

Radni obrazac za izvodenje i evidenciju VN-testa.

Reagensi:

Dulbeccov modificirani medij Eagle (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium - DMEM),
5 %-tni govedi fetalni serum (engl. Fetal calf serum - FCS)

E6 Vero stanice 2 x 10%ml DMEM-a obogaéenog sa FCS-om,

Virus SARS-CoV-2 Alfa varijanta (11239) 25 TCIDsp,

Virus SARS-CoV-2 Delta varijanta (78019) 25 TCIDsy,

Virus SARS-CoV-2 Omikron varijanta (OMI-5) 25 TCIDsyo.

3.4.2. IZVODENIJE POSTUPKA

Ovisno o broju pretrazivanih seruma, odredi se broj potrebnih mikrotitracijskih plitica s ravnim
dnom. Prethodno se vodootpornim markerom na poklopcu oznace pozicije pojedinih seruma.
U svaku jazicu mikrotitracijske plitice doda se po 25 ul DMEM-a obogacenog 5 %-tnim FCS-
om, osim u jazicama u kojima se radi kontrola stanica 1 svim jaZicama H reda u koje se dodaje
ispitujuci serum. Kontrola stanica radi se pri izvodenju svakog VN-testa. U jazicama Al do A4
i B1 do B4 stavlja se po 50 ul DMEM-a sa FCS-om. Na prvoj plitici u razini H5 i H6 krece se
s pretrazivanim uzorcima a prethodno se stavlja 37,5 ul DMEM-a sa FCS-om. Ista koli¢ina
potom se postavlja u H redovima ostalih plitica. Razrijedenja pretrazivanih seruma nacine se u
dva stupca jaZica mikrotitracijske plitice tako da se u H redu doda po 12,5 pl ispitujuéih seruma.
Sadrzaj jaZica mjeSa se na nacin da se najmanje 5 puta navuce pipetom i zatim ispusti u istu
jazicu. Zatim se pipetom prebacuje po 25 pl izmjesanog sadrzaja iz H reda u G red gdje se opet
sadrzaj promjeSa na opisani nacin. Postupak prebacivanja i mjeSanja nastavlja se sve do A reda
iz kojeg se na kraju mjesanja odbaci 25 ul sadrzaja. Navedenim postupkom nacine se dvostruka
razrijedenja seruma od 1:4 do 1:512 (Slika 5.).
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Slika 5. Prikaz mikrotitracijske plitice i postavljanja testa. Plitica broj jedan ima oznaéena
podrucja za kontrolu stanica, desetorostruka uzastopna razrijedenja standardne virusne doze
(100/10/1/0.1) 1 pretrazivane serume (S1 do S4). Na plitici broj 7 oznacen je postupak

razrijedivanja pretrazivanih seruma i postignuta razrijedenja u pojedinim redovima.
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U svakom izvodenju VN-testa potrebno je kontrolirati standardnu virusnu dozu (SVD).
Postupak se izvodi na prvoj mikrotitracijskoj plitici desetorostrukim uzastopnim razrijedenjima
SVD. Razrijedenja se pripremaju u cetiri Eppendorf epruvete. U prvu se stavi 450 pl virusa u
SVD, a u ostale tri po 450 ul DMEM-a sa FCS-om. Iz prve bocice 50 ul virusa u SVD prebaci
se u drugu bocicu te pipetiranjem promijesa. Zatim 50 ul iz druge u trecu i iz tre¢e u Cetvrtu
bocicu. Nakon §to su napravljena razrijedenja sadrzaj se moze prenjeti na pliticu. Iz prve bocice
u kojoj je virus u SVD od 100 TCIDsp dodaje se po 25 pl sadrzaja u jazice od H1 do C1. Sadrzaj
druge bocice u kojoj je virus razrijeden na 10 TCIDsp doda se po 25 ul u jazice H2 do C2. Iz
tree u kojoj je SVD razrijedena na 1 TCIDso ista koli¢ina ide u jazice H3 do C3 te konacno iz

Cetvrte gdje je virus razrijeden na 0.1 TCIDso prenese se sadrzaj u jazice H4 do C4.

U sve ostale jazice svih plitica, osim kontrole stanica, stavi se po 25 ul standardne virusne doze
koji sadrzi 25 TCIDso. Plitice se zatim inkubiraju 1 h u termostatu s 5% CO2 pri 37 °C nakon
Cega se u sve jazice svih plitica dodaje po 50 ul suspenzije prethodno pripremljenih stanica E6
Vero. Suspenzija stanica se nacini u DMEM-u u koji je dodato 5% (v/v) govedeg fetalnog
seruma. Plitice pripremljene na opisani na¢in inkubiraju se u termostatu s 5% CO2 pri 37 °C do
ocitavanja rezultata.

Navedeni postupak proveden je na sve tri koristene varijante SARS-CoV-2 pojedinac¢no i na
potpuno isti nacin. Jedina razlika je standardna virusna doza, dobivena odredenom racunicom,

koja iznosi drugacije za svaku varijantu, te vrijeme inkubacije odnosno dan ocitavanja rezultata
(Tablica 1.).

Tablica 1. Prikaz potrebnih razrijedenja i vremena inkubacije za pojedine varijante.

Potrebno razrijedenje za

Virusna varijanta SVD (25 TCIDso)

Vrijeme inkubacije

Alfa (11239) 68,85 72 sata
Delta (78019) 106,65 72 sata
Omikron (OMI-5) 1,28 96 sati
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Rezultati se ocitavaju nakon proteklog potrebnog vremena inkubacije. Prvo se pregledava
kontrola stanica. Jazice sa kontrolom stanica moraju sadrzavati konfluentan sloj E6 Vero
stanica (Slika 6.). Ako se primjete bilo kakve naznake toksi¢nog ili CPU pretraga je nevaljana.

Ukoliko je kontrola stanica zadovoljavaju¢a mogu se ocitavati daljnji rezultati.

Jazice u kojima se radi kontrolna titracija SVD provjeravaju se na prisunost CPU. On mora biti
prisutan u svim jazicama u kojima je dodano 100 i 10 TCIDsg virusa te u dvije do Cetiri jazice
u kojima je 1 TCIDso. Ukoliko titracija standardne virusne doze ne pokaze CPU u jazicama sa
1001 10 i 1 TCIDso, ploce se moraju ponovno inkubirati dok se ne postigne Zeljena vrijednost.
Ukoliko titracija pokaze CPU i u jazicama sa 0.1 TCIDso, koli¢ina virusa je ve¢a od najvece
dozvoljene te je pretraga nevaljana.

Jazice u kojima udio stanica zahvaé¢enih CPU-om prelazi 50% cijelog sloja stanica ozna¢avaju
se kao negativne na radnim obrascima (Slika 7.). JaZice u kojima nije izrazen CPU ili on ne
prelazi 50% cijele povrSine stanica oznacavaju se kao pozitivne. Svi serumi u kojima nije

izrazen CPU na razrijedenju 1:8 i viSe smatraju se pozitivnima na prisustvo SARS-CoV-2

protutijela. Titar protutijela odreden je posljednjim razrijedenjem bez CPU-a.

Slika 6. Jedan sloj E6 Vero stanica. Slika 7. Izrazen je citopatogeni ucinak
Povecanje 4x/0,13 PhL virusa SARS- CoV-2. Povecanje 4x/0,13
PhL
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3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Obrada prikupljenih podataka provedena je statistickim programom Dell Statistica (data
analysis software system), verzija 12. Software.dell.com (Dell Inc., 2015). Osim parametara
deskriptivne statistike provedeni su razni testovi analiticke ili inskriptivne statistike. Prvo su
zasebno ispitani psi i macke a zatim usporedno njihova povezanost. Za odredivanje povezanosti
uzorka sa dvije nominalne varijable koristen je Cramer V omjer izgleda (povezanost Alfa-Delta,
Alfa-Omikron i Delta-Omikron skupina). Razina znaajnosti tih rezultata odredena je
McNemar testom za zavisne uzorke nominalnih varijabli. Korelacija titrova izmedu navedenih
skupina ispitana je Spearmanovim koeficijentom korelacije ranga. To je neparametarski test za
mjerenje razine povezanosti dvije broj¢ane varijable unutar uzorka. Friedmanova ANOVA, kao
neparametarski test za povezanost tri ili viSe zavisnih skupina, koriStena je zbog potvrde
povezanosti visine tirova koriStenih varijanti. Metoda je upotpunjena post hoc Wilcox paired
testom sa Bonferroni korekcijom kojim se potvrduje koje su to znacajno povezane varijante
obzirom na visinu titrova. Kako bi se odredio utjecaj spola kao epizootioloskog ¢imbenika,
omjer izgleda ispitao je povezanost spola i pozitivnih uzoraka obzirom na razli¢ite varijante
virusa, dok je t-testom odredena razlika visine titrova medu spolovima. Logistickom regresijom
gdje je dob kontinuirana varijabla odreden je utjecaj dobi kao jo$ jednog epizootioloSkog
¢imbenika. Povezanost skupine pasa i skupine macaka ispitana je omjerom izgleda. Pri
analitickoj obradi podataka Koristena je razina znacajnosti p= 0,05. Osim pretrazene
seroprevalencije, seroprevalencije po varijantama, razlike u titrovima te obzirom na spol i dob,
ispitan je zna¢aj povezanosti klini¢kih simptoma. Zivotinje su prema klini¢koj slici prilikom
prvog pregleda grupirane u Sest skupina prema zahvacenosti organskog sustava: akutno
respiratorna, kroni¢no respiratorna, akutni gastroeneteritis, kroni¢ni gastroenteritis te
neuroloska i kardioloska skupina. Kao referentna skupina za analizu klini¢kih znakova
koriStene su sve jedinke koje se nisu mogle svrstati u navedene kategorije. Za analizu utjecaja
seropozitivnosti na zdravlje zivotinja koristena je ANOVA. Da bi se odredila sukladnost
koriStenog modela u ovoj analizi koristena je vrijednost McFadden-ovog kvadriranog
koeficijenta determinacije (Rmcr 2).
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4. REZULTATI

Istrazivanjem je obuhvaéeno 436 zivotinja, od toga 296 pasa te 140 macaka. Skupinu pasa u
najve¢oj myjeri ¢ine krizanci 30,7%, ostatak 69,3% cine labrador retriveri, njemacki ovcari,
patuljasti gubicari i mnoge druge pasmine. Od 296 pasa samo 2,9% Zivotinja potjece iz skloniSta
za nezbrinute Zivotinje, ostatak su psi u privatnom vlasni$tvu. Obzirom na geografsku rasirenost
94,3% ih je iz Grada Zagreba i Zagrebacke Zupanije, 5,7% je iz ostalih dijelova Republike
Hrvatske. Pasminska struktura populacije macaka relativno je sli¢na psima. Najveci broj
Zivotinja pripada domacoj pasmini, 86,4%, ostatak ¢ine maine coon, ruska plava, bengalska
pasmina te nekoliko drugih. Od 140 Zivotinja 2,9% pripada skloni§tima za nezbrinute Zivotinje,
te slicno kao kod pasa, 94,3% potjece iz Grada Zagreba i Zagrebacke Zupanije.

Kod odredivanja seroprevalencije SARS-CoV-2 u pretrazivanoj populaciji pasa i macaka,
pozitivnim su smatrani svi uzorci seruma Kkoji su dali pozitivan rezultat VN-testa sa barem
jednom od koristenih varijanti virusa. U promatranom razdoblju, u 65 uzoraka seruma pasa i
26 seruma macaka dokazana je neutralizacijska aktivnost. Ovo daje vrijednost seroprevalencije
od 21,9% u pasa i 18,6% u macaka. lako je vrijednost seroprevalencije u macaka manja,
koriste¢i hi-kvadrat test nije dokazana statisticka znacajnost ove razlike (x2= 0,66; df=2; p=
0,42).

Od 65 pozitivno testiranih uzoraka seruma pasa 57 je dalo pozitivan rezultat kod testiranja Alfa
varijante, 33 kod Delte i 27 kod Omikrona. Od 57 uzoraka pozitivnih na Alfa varijantu, 22
uzorka (33,8% svih pozitivnih uzoraka) pozitivna su samo na Alfu, dok na Deltu i Omikron
nisu. Od 33 uzorka pozitivna na Delta varijantu 14 uzoraka (21,5% svih pozitivnih uzoraka)
seruma neutraliziralo je samo Delta varijantu, te kod Omikrona od 27 pozitivnih samo 5 (7,7%
svih pozitivnih uzoraka) nije neutraliziralo sa druge dvije testirane varijante. Ostalih 37% svih
pozitivnih uzoraka dalo je pozitivan rezultat kod barem dvije ili sve tri testirane varijante virusa.
Usporedbom 26 pozitivnih uzoraka seruma macaka primje¢eno je da su 24 uzorka dala
pozitivan rezultat pri testiranju Alfa varijante, 18 je pozitivno testiranjem Delte i 14 je dalo
pozitivan rezultat testiranjem Omikron varijante virusa. Od 24 uzorka pozitivha na Alfa
varijantu samo 4 uzorka(15,4% svih pozitivnih uzoraka) nisu neutralizirala Delta i Omikron
varijantu. Od 18 pozitivnih na Delta varijantu 1 (3,8% svih pozitivnih uzoraka) je neutralizirao
samo Deltu, a kod testiranja Omikrona svih 14 uzoraka neutraliziralo je barem jo§ jednu
testiranu varijantu virusa.

Ovisno o varijanti virusa koji je koristen u izvedbi VN-testa udio pozitivnih uzoraka seruma se
kod pasa kretao od 9,1 % za Omikron do 19,3 % za Alfa. Kod macaka je takoder najmanji udio
seruma neutralizirao Omikron varijantu (10,7 %), a najve¢i Alfa (17,1%) (Tablica 2.).
Znacajno je napomenuti da je zbog ogranicene koli¢ine uzorka seruma bilo nemoguce naciniti

pretragu za Delta varijantu u pet uzoraka pasa i tri uzorka macaka. Vrijednosti omjera izgleda
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pokazuju da su uzorci seruma macaka u ovom istrazivanju rijede davali pozitivan rezultat VN-
testa za Alfa varijantu od pasa. Macke su od pasa ¢esce davale pozitivan rezultata VN-testa
kada je koriStena Delta ili Omikron SARS-CoV-2 (Slika 8.). Statistickom analizom nije

dokazana znacajnost uo¢enih razlika u pasa i macaka (Tablica 2.).

Usporedba seroprevalencije

25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%
Alfa Delta Omikron

PSI m MACKE

Slika 8. Grafic¢ki prikaz usporedbe seroprevalencije pasa i macaka po varijantama

Tablica 2. Seroprevalencija po varijantama

Macke Psi OR Cl p vrijednost
Alfa 171 % 19,3 % 0,97 0,51- 1,47 0,6
Delta 129 % 11,2 % 1,18 0,64- 2,19 0,59
Omikron 10,7 % 9,1% 1,2 0,61- 2,33 0,6

Usporedbom rezultata VN-testa u kojem je koristena Alfa, odnosno Delta varijanta SARS-
CoV-2, kod pasa je dokazano da postoji jaka povezanost izmedu kvalitativnog rezultata testa
(Cramer V= 0,65; Cl= 0,54- 0,77). Rezultat McNemarovog testa za zavisne uzorke pokazuje

da postoji znacajna razlika hoc¢e li serum testirati pozitivan ili negativan ovisno o tome je li
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koriStena Alfa ili Delta varijanta u VN-testu (p<0,001). Razina povezanosti je srednja (Cramer
V= 0,47; Cl= 0,34- 0,61) za Alfai Omikron. Ponovno McNemarov test pokazuje da rezultat
VN-testa znacajno ovisi o koristenoj varijanti virusa (p<0,001). Varijante Delta i Omikron
pokazale su takoder srednju razinu povezanosti rezultat VN-testa (Cramer V= 0,53; Cl= 0,38-
0,7). McNemarov test u ovom slu¢aju pokazuje da koriStenje varijante Omikron ili Delta ne

utjeCe znacajno na to hoce li serum pasa dati pozitivan ili negativan rezultat (p= 0,23).

Kod macaka usporedbom broja pozitivnih uzoraka VN-testa koristenjem Alfa i Delta varijante,
dobivena je visoka razina povezanosti (Cramer V= 0,79; Cl= 0,65- 0,94). Omjer izgleda
pokazuje da je vjerojatnost da ¢e uzorak biti pozitivan, kada se koristi Alfa varijanta, 2,5 puta
veci nego kada se koristi Delta (OR=2,5; Cl=0,41- 26,25; p= 0,45) medutim navedena razlika
nije statisticki znacajna. Sli¢ni su rezultati dobiveni i kod usporedbe Delta i Omikron testiranih
macaka. Povezanost je niza nego Alfa-Delta, medutim i dalje visoka (Cramer V= 0,72; Cl=
0,55- 0,91). McNemar za zavisne uzorke pokazuje da pozitivni i negativni rezultat testa ne ovisi
o tome je li koristena Delta ili Omikron varijanta (OR= 3; Cl=0,54- 30,39; p=0,29). McNemar
za zavisne uzorke jedino je pokazao znacajnost razlike u rezultatima VN-testa kada se koriste
Alfa i Omikron varijanta kod macaka. Broj pozitivnih rezultata VN-testa visoko je povezan
(Cramer V= 0,64; Cl= 0,46- 0,82) sa znacajno ve¢im brojem Alfa pozitivnih nego Omikron
pozitivnih (OR=5,5; CI=1,2- 51,07; p=0,02).

Usporedbom visine titrova 65 pozitivno testiranih uzoraka seruma pasa, primjeceno je da je 14
uzoraka rezultiralo najvi$im titrom za Alfa varijantu, jo§ 14 imalo je najvisi titar za Delta

varijantu i 3 su dala najvisi titar za Omikron varijantu virusa.

Izracunavanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije vrijednosti titrova kod pasa, koristenjem
varijanti Alfa i Delta, dokazana je srednja ja¢ina korelacije koja je statistic¢ki znac¢ajna (rs=0,39;
CI=0,21- 0,64, p<0,001). Spearmanov koeficijent je pokazao statisticki znacajnu srednju razinu
korelacije vrijednosti titra i kod Delta i Omikron varijante (rs= 0,4; Cl=0,11- 0,61; p=0,001).
Usporedba titrova dobivenih koristenjem Alfa i Omikron varijante pokazala je vrlo nisku razinu
korelacije bez statisti¢kog znacaja (rs= 0,15; Cl=-0,13- 0,43; p= 0,24). Friedmanova ANOVA
pokazuje kako postoji znacajna razlika vrijednosti titrova medu sve tri pretrazene varijante (y2=
27,42; df=2; p<0,001). Post hoc Wilcox pokazuje da su varijante medu kojima postoji znac¢ajna
razlika u visini titra Alfa i Omikron (p<0,001), te Delta i Omikron (p= 0,026). Za Alfa i Delta
varijante znacajnost razlike visine titrova nije dokazana (p=0,274).

Od ukupno 26 pozitivno testiranih uzoraka seruma macaka samo 6 uzoraka rezultiralo je
najvisim titrom za Alfa varijantu, dva su dala najvisi titar za Deltu i 5 je imalo najvisi titar za
Omikron varijantu virusa.

Za razliku od pasa, kod macaka je dokazana srednje jaka statistiCcki znaCajna korelacija
vrijednosti visine titra neovisno o varijanti SARS-CoV-2 koja se koristi. Spearmanov
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koeficijent korelacije visine titra za Alfa i Delta varijantu iznosi rs= 0,5 (Cl=0,16- 0,7; p=0,01),
te je istovjetan za Alfa-Omikron (rs= 0,5; Cl= 0,18- 0,73; p= 0,008) a najvisi je za Delta-
Omikron rs= 0,65 (Cl= 0,34- 0,83) s najnizom vrijednosti p (p<0,001). Friedmanova ANOVA
kod macaka dokazuje da nema znacajne razlike u visini titrova pozitivnih uzoraka medu sve tri
testirane varijante (2= 1,9506; df= 2; p= 0,3771).

Raspon dobivenih vrijednosti visine titrova u pasa i macaka te mjere centralne tendencije za
sve tri koriStene varijante virusa prikazan je tabli¢no (Tablica 3.). Za usporedbu srednje
vrijednosti visine titra koristen je Studentov t-test. Geometrijska sredina vrijednosti titra se nije
statistiCki znacajno razlikovala izmedu macaka i pasa za Alfa varijantu (p= 0,22), kao niti za
Delta varijantu (p= 0,68). Usporedbom vrijednosti titrova dokazana je znatna razlika samo za

Omikron varijantu, pri ¢emu uzorci macaka imaju znatno vise titrove u odnosu na uzorke pasa

(p=0,04) (Slika 9.).

Tablica 3. Usporedba srednjih vrijednosti visine titrova

PSI MACKE
GM RASPON GM RASPON
Alfa 42,4 <1:8 - 1:256 36,65 <1:8-1:196
Delta 32,62 <1:8 — 1:512 28,47 <1:8-1:128
Omikron 27,78 <1:8-1:181 53,48 <1:8-1:181
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Slika 9. Logaritamski prikaz razlike visine titrova medu varijantama kod pasa i macaka.
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Od ukupnog broja pasa ukljucenih u istrazivanje 50,7% su bile muske jedinke i 49,3% kuje.
Spolna struktura pozitivnih i negativnih seruma prikazana je tabli¢no (Tablica 4.).

Tablica 4. Spolna struktura pozitivnih i negativnih seruma pasa.

PSI MUZIJACI ZENKE

POZITIVNI NEGATIVNI POZITIVNI NEGATIVNI
Alfa 18,68% 81,33% 19,86% 80,14%
Delta 11,49% 88,51% 11,19% 88,81%
Omikron 10% 90% 8,22% 91,78%

Usporedbom rezultata VN-testa nije dokazan statisticki znaCajan utjecaj spola na broj
pozitivnih uzoraka kod testiranih varijanti. Kod Alfa varijante omjer izgleda je iznosio 0,93
(Cl= 0,52- 1,65) medutim nije bio statisticki znacajan (p= 0,79). Za Delta varijantu omjer
izgleda je iznosio 1,03 (Cl= 0,5- 2,13) uz p= 0,94. Kona¢no, omjer izgleda da ¢e serum, ovisno
o spolu, neutralizirati Omikron varijantu je iznosio 1,24 (Cl= 0.56- 2,75), ali utjecaj spola nije
bio statisticki znacajan uz p= 0,59. Za ispitivanje utjecaja spola na visinu titra koriSten je
Studentov-t test (Tablica 5.). Geometrijska sredina dobivenih titrova se nije razlikovala izmedu
muskih i Zenskih zivotinja niti za Alfa (p= 0,61), Delta (p= 0,28) niti Omikron varijantu (p=
0,78).

Tablica 5. Usporedba srednjih vrijednosti visine titrova pasa i kuja.

PSI MUZJACI ZENKE

GM RASPON GM RASPON
Alfa 25,35 1:8-1:64 32,04 1:8 — 1:256
Delta 40,83 1:8-1:181 26,69 1:8 — 1:512
Omikron 26,56 1:8-1:128 29,40 1:8-1:181
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U populaciji macaka, obuhvacenoj istrazivanjem, zastupljenije su bile muske zivotinje s 57,9%
dok Zenskih Zivotinja ima 42,1%.

Tablica 6. Spolna struktura pozitivni i negativnih seruma macaka.

MACKE MUZJACI ZENKE

POZITIVNI NEGATIVNI POZITIVNI NEGATIVNI
Alfa 17,28% 82,72% 16,95% 83,05%
Delta 12,66% 87,34% 13,79% 86,21%
Omikron 13,58% 86,42% 6,78% 93,22%

Usporedbom rezultata VN-testa, kao i kod pasa, kod macéaka nije dokazan statisticki znacajan
utjecaj spola na broj pozitivnih uzoraka kod testiranih varijanti (Tablica 6.). Kod Alfa varijante
omjer izgleda iznosi 1,02 (Cl= 0,42- 2,5) ali utjecaj spola nije statisti¢ki znacajan uz p= 0,96.
Kod Delta varijante omjer izgleda iznosio je 0,91 (Cl= 0,33- 2,46) uz p= 0,85. | kod posljednje
testirane Omikron varijante omjer izgleda iznosio je 2,16 (Cl=0,65- 7,16) te niti tu nije dokazan
statisticki znacajan utjecaj spola (p= 0,2). Studentovim t-testom nije dokazan utjecaj spola na
visinu titra (Tablica 7.). P-vrijednost za Alfa varijantu iznosila je p= 0,66, Delta p= 0,21 i
Omikron p= 0,45.

Tablica 7. Usporedba srednjih vrijednosti visine titrova muzjaka i Zenki macaka.

MACKE MUZJACI ZENKE

GM RASPON GM RASPON
Alfa 49,43 1:8-1:196 39,91 1:16 - 1:128
Delta 37,99 1:8-1:128 19,86 1:8 - 1:128
Omikron 60,18 1:16 — 1:181 38,67 1:8 - 1:128
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Raspon dobi pasa krec¢e se od Sest mjeseci do 17 godina zivota. Broj uzoraka unutar raspona
relativno je jednoliko rosporeden. Metodom logisticke regresije ispitana je povezanost dobi i
broja pozitivnih uzoraka. Utvrdeno je da nema znacajne poveznice izmedu broja pozitivnih
uzoraka i dobi zivotinja kod Alfa (OR= 0,99; Cl= 0,93- 1,05; p= 0,7), Delta (OR= 1,03; Cl=
0,96- 1,11; p= 0,41) i Omikron (OR= 0,98; Cl= 0,9- 1,07; p= 0,71) varijante. Logisticka
regresija koriStena je i za ispitivanje utjecaja dobi na visnu titra. Omjer izgleda za Alfa varijantu
iznosio je 0,99 (CI= 0,97- 1,01), no nije bilo statistickog znacaja (p=0,39). Za Delta varijantu
omjer izgleda iznosio je 0,99 (Cl= 0,95- 1,03) uz p=0,54. Omjer izgleda za Omikron varijantu
iznosio je 1 (Cl= 0,97- 1,04) te niti kod njega nije zabiljeZen statistiCki znaCajan utjecaj
(p=0,79).

Dob uzorkovanih macaka krece se od 11 mjeseci do 18 godina. Utjecaj dobi na rezultat VN-
testa testiran je, kao i kod pasa, metodom logisticke regresije. Znacajna poveznica izmedu dobi
i broja pozitivnih uzoraka nije utvrdena kod Alfa (OR= 1,03; Cl= 0,94- 1,12; p= 0,56), Delta
(OR=1,04; CI=0,95- 1,15; p=0,38) niti Omikron varijante (OR 1,02; CI=0,92- 1,13; p=0,66).
Za utjecaj dobi na visinu titra, kao i psima, statisti¢ki znacajan utjecaj nije dokazan za Alfa i
Delta varijantu. Omjer izgleda za Alfa varijantu iznosio je 0,99 (CI=0,96- 1,03) uz p=0,67, dok
je za Delta 1,01 (C1=0,95-1,07) uz p=0,82. Za razliku od pasa, kod Omikron varijante dokazan
je utjecaj dobi na visinu titra. Omjer izgleda za Omikron varijantu iznosio je 1,05 (Cl= 1- 1,09)
uz p=0,049.

Obzirom na pasminsku strukturu uzorka, geografsku i vlasni¢ku pripadnost, utjecaj navedenih
epizootioloskih ¢imbenika na seroprevalenciju nije bilo moguce adekvatno statisticki
analizirati.

Da bi se ispitao moguci utjecaj infekcije SARS-CoV-2 na zdravlje pasa i macaka nacinjena je
analiza razlike varijance (ANOVA tip 2). Kod pretrazenih pasa ANOVA nije pokazala utjecaj
seroloskog statusa na klini¢ku sliku kod prvog prijema neovisno je li koriStena Alfa varijanta
SARS-CoV-2 (p= 0,63) ili Delta varijanta (p= 0,55). McFadden-ov kvadrirani koeficijent
determinacije kod alfa varijante je iznosio Rmer 2= 0,01, a kod delta Rmcr 2= 0,02. Niske
vrijednosti Rmcr 2 ukazuju da je samo manji dio klini¢ke slike objasnjen seroprevalencijom u
pasa. ANOVA nije pokazala znacajan utjecaj neutralizacije Omikron varijante i klnicke slike,
vrijednost Rucr >=0,05 govori da je mali dio podataka sukladan koristenom modelu. Sa druge
strane, nacinjena analiza za svaku pojedinacnu klinicku kategoriju pokazuje da je statisticki
znacajno vise Omikron pozitivnih pasa pokazivalo znakove akutnog gastroenteritisa (Tablica
8.).
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Tablica 8. Znacaj razlike prevalencije obzirom na klini¢ku sliku pasa.

PSI ALFA DELTA OMIKRON
OR cl P OR cl P OR cl p
AGE 081 03-193 067 052 010-171 031 012 0,0009-089 0,03
AR 18 031-778 047 336 058-1486 0,16 203 021-1038 048

KARDIO 1,15 0,33-324 081 1,57 039-489 049 1,26 0,24-442 0,75

KGE 2,83 0,45-15,05 0,24 2,46 0,24-14,06 0,39 = 2,93 0,28-16,09 0,31
KR 0,44 0,003—-4,25 0,54 0,82 0,006 -8,08 089 0,98 0,007 -9,69 0,99
N 0,65 0,17-1,88 0,45 0,86 0,17-2,92 083 143 0,36 -4,4 0,57

Kod macaka ANOVA test nije pokazao znacajnu povezanost klinicke slike i neutralizacijske
aktivnosti seruma za Alfa (p= 0,55) i Delta (p=0,09) varijantu. Kao i kod pasa Rmcr 2 vrijednosti
su bile niske, 0,04 odnosno 0,1, te je naCinjena statisticka analiza omjera izgleda svake pojedine
kategorije. Macke s kroni¢nim respiratornim klini¢kim znakovima statisticki su znacajno cesce
bile pozitivne na protutijela za Alfa (p= 0,04) i Delta (p= 0,02) varijantu. Macke ¢iji uzorci
seruma pokazuju neutralizaciju Delta varijante statisti¢ki znacajno ¢e$ce su se nalazile u skupini
Zivotinja s akutnim gastroenteritisom (p= 0,02). Za Omikron varijantu ANOVA je pokazala
znacajan utjecaj klini¢ke slike na ishod VN-testa (p= 0,02). Istovremeno je Rmcr 2 iznosio 0,15
Sto je 1 najvisa vrijednost od svih navedenih analiza. Statisticka analiza pojedinih klini¢kih
kategorija je pokazala da macke s kroni¢nim respiratornim klinickim znakovima najcescée daju
pozitivan rezultat VN-testa kada se koristi Omikron varijanta u izvodenju (p= 0,003) (Tablica
9.).
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Tablica 9. Znacaj razlike prevalencije obzirom na klini¢ku sliku macaka.

MACKE ALFA DELTA OMIKRON
OR Cl D OR o p OR o p
AGE 247 023-1637 040 1041 144-7624 002 517 046-3689 0,16
AR 125 023-487 077 226 039-959 033 045 0003-405 055
KARDIO =~ 133  013-704 077 240 023-1363 040 278 027-1615 0,34
KGE 247 023-1636 040 149 001-17,39 081 = 1,34 0&’24‘ 0,85
KR 373 106-1241 004 551 1,36-209 002 781 206-29,32 0,003
0,008 — 0,78 -
N 1,15 1514 093 1041 l3gpa 007 121  09-1636 006
5. RASPRAVA

U trenutku pisanja rada pandemija COVID-19 jo$ uvijek traje odnoseci brojne zivote Sirom
svijeta. Zbog pretpostavljenog Zivotinjskog porijekla virusa, velike sklonosti mutacijama i
preskakanju vrsnih barijera mnogo aspekata epidemiologije infekcije SARS-CoV-2 jos uvijek
je nedovoljno istrazeno, a osobito veterinarski te javnozdravstveni znacaj. Prve pokusne
infekcije pokazale su razli¢itu prijemljivost domacih zivotinja na infekciju SARS-CoV-2.
Macke i domace vretice bile su najpodloznije infekceiji, dok psi, svinje, perad, goveda daleko
manje (SCHLOTTAU i sur., 2020.; SHI i sur., 2020.).

Izvan laboratorija, prva opisana infekcija SARS-CoV-2 u Zivotinja bila je u pasa (SIT i sur.,
2020.). Ovo je pokazalo koliko vanjski ¢imbenici mogu utjecati na epidemiologiju 1
epizootiologiju infekcije u terenskim uvjetima. Iako je, kako je ranije navedeno, dokazana veca
prijemljivost macaka kao vrste, i njthova moguénost umnazanja i prijenosa SARS-CoV-2
(BOSCO-LAUTH i sur., 2020.), prvi slucaj opisan je u pasa. Najvjerojatniji uzrok ovome je
razlika u ponaganju i drzanju ove dvije vrste (STEVANOVIC i sur., 2021.a). Magke vrlo &esto
provode dio svog dana izvan boravista svog vlasnika, te se na taj na¢in smanjuje moguénost
infekcije. Sa druge strane, ovaj rezultat uz serolosku studiju populacije mac¢aka u Wuhanu
pokazao je da postoji razlog za zabrinutost. Zbog bliskog suZivota sa vlasnicima psi i macke,
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kao naj¢esci kuéni ljubimei, su pod vrlo velikim rizikom od infekcije te, ukoliko mogu biti izvor

infekcije, njihov znacaj u epidemiologiji bolesti moze biti velik.

Ovo istrazivanje imalo je kao osnovni cilj ustanoviti seroprevalenciju odnosno prosirenost
infekcije SARS-CoV-2 u pretrazenoj populaciji pasa i macaka. Uzorci su pretrazeni VN-testom
za dokaz SARS-CoV-2 neutraliziraju¢ih protutijela. VN-test bila je metoda izbora iz dva
razloga. Kako je ranije navedeno zbog bliskog suzivota s ljudima kuéni ljubimei su izlozeni
velikoj koli¢ini virusa koji izlu¢uje vlasnik i kontaminira neposredni okolis (DHAKAL i sur.,
2021.). Kuéni ljubimci u ovom slu¢aju mogu takoder biti kontaminirani uzro¢nikom COVID-
19, te ponasati se kao vehikulumi i pasivno sadrzavati virus na povrsini tijela i sluznicama
prirodnih otvora bez razvoja infekcije. Serokonverzija, odnosno dokaz protutijela, nepobitan je
dokaz infekcije. Zbog mogucéih kriznih reakcija izabrana je VN-test metoda. lako je ova metoda
izrazito zahtjevna za izvodenje zbog izrazite specifi¢nosti smatra se zlatnim standardom dokaza
protutijela za SARS-CoV-2 (PERERA i sur., 2020.). Drugi razlog izbora dokaza protutijela je
mogucénost istrazivanja dugoro¢nih poslijedica na zdravlje Zivotinja infekcije SARS-CoV-2.
Kako se u ovom istrazivanju u ispitivanih jedinki dokazuju protutijela koja se pojavljuju u
serumu zivotinja nekoliko dana od infekcije (BOSCO-LAUTH i sur., 2020.), istrazivanjem je

bilo moguce ispitati klinicki znacaj infekcije i u Zivotinja koje nisu akutno inficirane.

Seroprevalencija SARS-CoV-2 neutralizirajucih protutijela u ovom istrazivanju je bila 21,9%
u pasa i 18,6% u macaka. U Republici Hrvatskoj prac¢enje infekcije SARS-CoV-2 u kuénih
ljubimaca zapocelo je 26. veljace 2020. samo dan nakon prvog humanog slucaja. Upravo stoga
je moguce pratiti kretanje seroprevalencije od pocetka pandemije u Republici Hrvatskoj. Prvo
istrazivanje koje je obuhvacalo pse 1 macke od 26. veljace do 15. lipnja 2020. pokazalo je
neutralizacijska protutijela u 0,76% macaka 1 0,31% pasa (STEVANOVIC i sur., 2021.a). U
periodu od 1. lipnja do 31. prosinca 2020. neutralizacijska protutijela su dokazana u 2,2% pasa
u opcoj populaciji i 25,6% pasa iz COVID-19 pozitivnih kuc¢anstava (STEVANOVIC i sur.,
2021.b). U prosincu 2020. 13,8% macaka je pokazalo pozitivhu reakciju imunoenzimnim
testom (VILIBIC-CAVLEK i sur.,, 2021.b). Iz navedenih podataka vidljivo je da je
seroprevalencija znacajno porasla u obje vrste istrazivanih zivotinja. Gotovo svaki peti pas i
macka u ovom istrazivanju bili su zarazeni SARS-CoV-2 te je ovaj virus postao zna¢ajan
patogen i pasa i macaka. Nadalje vazno je naglasiti da kako je pokazano u prvom istrazivanju
u Hrvatskoj 1 u ovom istraZivanju seroprevalencija se nije razlikovala zna¢ajno izmedu pasa i
macaka te su infekcije u terenskim uvjetima podjednako ¢este neovisno o rezultatima pokusnih
infekcija.

U ovom istrazivanju koristeni su izolati Alfa, Delta i Omikron varijante SARS-CoV-2 koje su
bile odgovorne za pojavu epidemijskih valova u ljudi kako u Hrvatskoj tako i u svijetu
(FERENCAK i sur., 2022.). U ljudi je dokazano da postoji djelomi¢na krizna neutralizacija
izmedu Alfa i Delta varijante, dok ljudi inficirani Omikronom ne pokazuju neutralizaciju druge
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dvije varijante (SURYAWANSHI i sur., 2022.). Djelomic¢na krizna neutralizacija izmedu Alfa
i Omikron varijante dokazana je i u sirijskih hr¢aka, dok izmedu Omikrona, Beta i Delte nije
bilo neutralizacije (MOHANDAS i sur., 2022.). U pasa samo na Alfa varijantu bila su pozitivna
22 uzorka, Delta dva, a samo Omikron pet. Na ovaj na¢in mozemo govoriti o pet vrlo izglednih
sluGajeva infekcije pasa Omikron varijantom. Kod jos tri psa Omikron je davao najvisi titar.
Kod macaka nije bilo uzoraka seruma koji su neutralizirali samo Omikron, ali je neutralizacijski
titar u pet zivotinja bio najvisi za tu varijantu, a u jedne zivotinje neutralizacija Omikron
varijante je gotovo devet puta visa od titra neutralizacije Alfa varijante. I u ovom slucaju
mozemo govoriti o pet slucajeva infekcije pasa Omikron varijantom te nedvojbeno barem

jednom slucaju infekcije macke ovom varijantom, $to je ujedno 1 prvi ovakav opis u Hrvatskoj.

Usporedbom rezultata dobivenih koriStenjem razli¢itih varijanti SARS-CoV-2 u VN-testu
takoder je ustanovljeno da izbor varijante uvelike utjece i na rezultat pretrage u pasa. Hoce li
uzorak seruma dati pozitivnu reakciju znacajno se razlikuje izmedu Alfa i Delta, Alfai Omikron
varijante medutim ne izmedu Omikron i Delta. Isto tako odredena vrijednost titra
neutralizacijskih protutijela za SARS-CoV-2 u pasa ovisi o koriStenoj varijanti. Postoji
znacajna razlika izmedu koristenja Alfa i Omikron, te Delta i Omikron varijante, medutim
razlika titra kada se koristi Omikron i Delta varijanta nije izrazena. Nalaz je vazan iz dva
razloga. Prvo, nepobitno je dokazano da se kod interpretacije rezultata VN-testa mora obratiti
paznja koja je varijanta virusa koriStena. Sa druge strane dokazano je da postoji djelomi¢na
krizna neutralizacija izmedu varijanti. Ovo nam govori da se imunosni odgovor pasa razlikuje
od odgovora kod covjeka i sirijskog hrcka gdje protutijela za Omikron varijantu nisu
neutralizirala druge varijante. Kod macaka je krizna neutralizacija jo§ izrazenija. Rezultat VN-
testa razlikuje se samo izmedu Alfa i Omikron varijanti. Posebno je zanimljiva ¢injenica da se
jacina neutralizacije, mjerena kroz visinu titra, ne razlikuje izmedu varijanti. Gotovo je sasvim
izvjesno da se imunosni odgovor macaka razlikuje od pasa, a sasvim sigurno od ¢ovjeka te da
je krizna neutralizacija prisutna, osobito izmedu Alfa i Delta te Delta i Omikron varijante.

Potrebno je ispitati je li ova krizna neutralizacija dovoljna i za zastitu od infekcija.

Zanimljivo, u ovom istrazivanju nije dokazana spolna i dobna predispozicija pasa i macaka na
infekciju SARS-CoV-2. Ovo je posebno znacajno jer je U suprotnosti sa rezultatima prijasnjih
sur., 2021.b). Sli¢no je dokazano i u ljudi, gdje je u pocetku pandemije postojala spolna i dobna
dispozicija koja je kasnije prestala postojati (ABATE i sur., 2020.; PECKHAM i sur., 2020.;
STALL i sur., 2020.). Iako su bila razli¢ita objaSnjenja za ovu razliku u predispoziciji vrlo je
vjerojatno da se epidemiologija i epizootiologija mijenja Sirenjem i evolucijom SARS-CoV-2.
Iako u dostupnoj literaturi ne postoje dokazi da su psi i macke zna€ajan izvor infekcije za
covjeka, znacajan broj pozitivnih Zivotinja ukazuje da je potrebno nadzirati Sirenje infekcija u
zivotinja koje su u bliskom kontaktu s covjekom. Ovo je naglaseno i izmjenom Cimbenika

predispozicije gdje se vidi da se epizootiologija bolesti mijenja.
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Zadnji dio ovog istrazivanja bilo je ispitivanje klinickog znacaja infekcija SARS-CoV-2.
Akutne infekcije s klinickim znakovima gastroenteritisa i bolesti diSnog i krvozilnog sustava
opisivane su i u pasa i u macaka (GARIGLIANY i sur., 2020.; FERASIN i sur., 2021.). U
humanoj medicini sve se viSe daje na znac¢enju dugotrajnim posljedicama COVID-19, a koje
zahvacaju veliki broj razli¢itih organskih sustava te mogu biti izrazito dugotrajne i vrlo teske
(CHOPRA i sur., 2020.; GARRIGUES i sur., 2020.). U ovom istrazivanju dokazano je da psi
koji pokazuju znakove akutnog gastroenteritisa znacajno ce$¢e imaju protutijela za Delta
varijantu SARS-CoV-2. Kod macaka je ovo bilo jo§ znacajnije, jer neovisno o varijanti sve
pozitivne macke su CeS¢e pokazivale znakove kroni¢ne respiratorne bolesti, a macke S
neutraliziraju¢im protutijelima za Delta varijantu i akutni gastroenteritis. Ovi rezultati govore
da postoji velika vjerojatnost da infekcija SARS-CoV-2 ostavlja dugotrajne poosljedice i na
zdravlje Zivotinja, kako je to zabiljezeno i kod ljudi, te da se zdravstveni znacaj infekcija ne
smije prestati pratiti. Ovi rezultati su u suprotnosti s ranijim istrazivanjem provedenim U pasa,
kada su psi nakon infekcije ¢edée oboljevali od akutnih neuroloskih stanja (STEVANOVIC i
sur., 2021.b). Medutim navedeno istrazivanje provedeno je prije pojave Delta i Omikron
varijante za koje se zna da imaju drugaciji tkivni tropizam od izvornog virusa
(SURYAWANSHI i sur., 2022.).
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6. ZAKLJUCCI

1. Uz seroprevalenciju od 21,9% u pasa i 18,6% u macaka jasno je da je infekcija SARS-
CoV-2 izrazito proSirena u populaciji ovih Zivotinja u Republici Hrvatskoj.

2. Kod interpretacije nalaza neutralizacijskog testa vazno je voditi racuna koja je varijanta
koriStena u izvodenju metode.

3. Psi i macke se mogu inficirati sa sve tri ispitivane varijante (Alfa, Delta, Omikron)
SARS-CoV-2 virusa.

4. Imunosni odgovor na infekciju SARS-CoV-2 u pasa i macaka razli¢it je od onoga u
covjeka uz znacajne krizne neutralizacije.

5. Infekcije SARS-CoV-2 virusom mogu ostaviti dugotrajne posljedice na zdravstveno
stanje pasa i macaka na nacin da ih predisponiraju na oboljenja, gastrointestinalnog
sustava u pasa te gastrointestinalnog i respiratornog sustava u macaka.

6. Potrebno je pracenje prosirenosti infekcije SARS-CoV-2 u pasa i macaka kao

potencijalnih izvora infekcije za ¢ovjeka, ali i u svrhu zastite dobrobiti Zivotinja.
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8. SAZETAK

Naslov: Epizootioloski ¢imbenici rizika i klinicka slika infekcije SARS-CoV-2 virusom u

pasa i macaka
Ime i prezime studenta: Gorana Mileti¢

SARS-CoV-2 novi je koronavirus koji se od svoje pojave 2019. godine u Wuhanu, Kini prosirio
diljem svijeta i znacajno utjecao na zdravlje ljudi ali i Zivotinja. Virus u ljudi uzrokuje bolest
nazvanu COVID-19, naj¢eSc¢e karakteriziranu respiratornim i probavnim simptomima, a kod
nekih ljudi 1 dugotrajnim posljedicama. Osim u ljudi pojava odredene klinicke slike zabiljezena
je 1 u nekih vrsta zivotinja. Kod vidrica na farmama, divljih Zivotinja iz zooloskih vrtova i

odredenih vrsta kuénih ljubimaca dokazana je infekcija virusom i pojava klinickih simptoma.

U ovom istrazivanju dokazivala se infekcija pasa i macaka virusom SARS-CoV-2 na podrucju
Republike Hrvatske. Zivotinje su pretraZene na tri najéeic¢e izolirane varijante u ljudi Alfu,
Deltu i Omikron. Neutralizacijska protutijela dokazivana su iz uzoraka seruma prikupljenih
prilikom prijema zivotinja na Klinike Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Pretrazeni
su uzorci seruma prikupljeni od sijenja do travnja 2022. godine, pri ¢emu je prikupljeno 296
uzoraka seruma pasa i 140 uzoraka seruma macaka. Preduvjet pri odabiru uzoraka bio je da

Zivotinje imaju ispunjene anamnesticke podatke i podatke nacionala u medicinskom zapisniku.

Pretragom VN-testa dokazana je seroprevalencija od 21,9% u pasa i 18,6% u macaka. Zivotinje
su testirane pozitivno na sve tri varijante ¢cime je dokazano da postoji jednaka moguénost zaraze
svakom od navedenih varijanti. Za razliku od ljudi u pasa i macaka zabiljeZena je znacajna
razina krizne neutralizacije $to upucuje na drugaciji imunosni odgovor. Zanimljivo je da dob i
spol, koji su kod ljudi i u proslosti kod zivotinja naglaseni kao bitni ¢imbenici, nisu utjecali na
prijemljivost Zivotinja na virus. Neovisno o tome dokazano je da se klinicka slika nekih
zivotinja moze povezati sa infekcijom SARS-CoV-2 virusa. Pri ¢emu su naizraZeniji
gastrointestinalni simptomi u pasa i respiratorni simptomi u macaka. Za bolje razumijevanje
patogeneze u Zivotinja ali 1 njihova utjecaja kao izvora infekcije za druge, potrebno je daljnje
istrazivanje pojavnosti virusa u istih.

Kljuéne rije¢i: SARS-CoV-2, koronavirus, psi, macke, zivotinje, Republika Hrvatska,
seroprevalencija, VN-test, varijante, Alfa, Delta, Omikron, klinicka slika, gastrointestinalni
simptomi, respiratorni simptomi
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9. SUMMARY

Title: Epizootiological risk factors and clinical signs of SARS-CoV-2 viral infection in dogs
and cats

Name: Gorana Mileti¢

SARS-CoV-2 is a novel coronavirus that, since its appearance in 2019 in Wuhan, China, has
spread throughout the world and significantly affected the health of people and animals. In
humans, the virus causes a disease called COVID-19, most often characterized by respiratory
and digestive symptoms, and in some people with long-term consequences. In addition to
humans, the appearance of a certain clinical signs has also been recorded in some animal
species. In minks on farms, wild animals from zoos and certain types of pets, infection with the
virus and the appearance of clinical symptoms have been proven.

In this research, the infection of dogs and cats with the SARS-CoV-2 virus in the territory of
the Republic of Croatia was tested. The animals were tested for, Alpha, Delta and Omicron, the
three most commonly isolated variants in humans. Neutralizing antibodies were detected from
serum samples collected during the admission of animals to the Clinics of the Veterinary
Faculty of the University of Zagreb. Serum samples were collected from January to April 2022.
296 dog serum samples and 140 cat serum samples were collected. A prerequisite for the
selection of samples was that the animals had complete anamnestic and physical examination
data in the medical records.

The VN-test showed a seroprevalence of 21.9% in dogs and 18.6% in cats. The animals were
tested positive for all three variants and proved that there is an equal possibility of infection
with each of the mentioned variants. In contrast to humans, a significant level of cross-
neutralization was recorded in dogs and cats, which points to a different immune response. It is
interesting that age and sex, which have been emphasized as important factors in humans and
in the past in animals, did not affect the susceptibility of animals to the virus. Regardless of
this, it has been proven that the clinical signs of some animals can be associated with SARS-
CoV-2 virus infection. Gastrointestinal symptoms are more pronounced in dogs and respiratory
symptoms in cats. For a better understanding of the pathogenesis in animals as well as their
influence as a source of infection for others, further research into the occurrence of viruse in
them is necessary.

Key words: SARS-CoV-2, coronavirus, dogs, cats, animals, Republic of Croatia,
seroprevalence, VN-test, variants, Alpha, Delta, Omicron, clinical signs, gastrointestinal
symptoms, respiratory symptoms
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 18.07.1996. u Prijedoru. Sa roditeljima selim u Zagreb u ¢etvrtoj godini Zivota te
tu upisujem “OS Kralja Tomislava”. Daljnje obrazovanje nastavljam u Srednjoj veterinarskoj
Skoli u Zagrebu. Tijekom Skolovanja slobodno vrijeme provodim volontirajuc¢i u konjickom
klubu “Appaloosa” gdje ucim puno o radu s konjima. 2015. godine upisujem integrirani
preddiplomski i diplomski studij veterinarske medicine na Veterinarskom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu. Znanje i vjestine upotpunjavam volontiranjem u privatnoj ambulanti “Segota”,
radom na govedarskoj farmi “Vrana”, te volontiranjem na Klinici za zarazne bolesti
Veterinarskog fakulteta u razdoblju od 2020. do 2022. godine. Za vrijeme rada na farmi stje¢em
znanje 1 vjestine potrebne u radu sa velikim zivotinjama. Na klinici za zarazne bolesti stjeCem
znanje o njezi i brizi oko kriti¢no bolesnih infektivnih pacijenata. Svoj interes prema zaraznim
bolestima nastavljam prikljuéenjem projektu koji se bavi utjecajem SARS-CoV-2 na kuéne
ljubimce, pod vodstvom izv. prof. dr. sc. V. Stevanovica. Za vrijeme sudjelovanja od 2020. do
2022. godine stjecem veliku koli¢inu znanja o seroloskim metodama pretrazivanja uzoraka,
prije svega ELISA i VN- test, te o samoj izradi istrazivackog rada. Obaveznu veterinarsku
praksu odradujem u, ve¢ mi poznatoj, veterinarskoj ambulanti za male zivotinje 1 kuéne

ljubimce “Segota”.
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