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Samenvatting

Het intensieve contact tussen huiskatten en hun baasjes kan de overdracht van influenza A virussen over-
en-weer faciliteren. Katten kunnen via contact met mensen blootgesteld worden aan humane H1
influenzavirussen en via verschillende routes blootgesteld worden aan HPAI H5 (H5 vogelgriep) virussen,
bijvoorbeeld via nauw contact met zieke of dode door HPAI H5 geinfecteerde wilde vogels. In Nederland
werd bij 11.8% van de zwerfkatten uit een castratieproject antistoffen tegen het vogelgriepvirus (HPAI H5)
gevonden. Daarop rees de vraag in hoeverre huiskatten die buitenkomen en daar mogelijk contact hebben
met wilde vogels (=buitenkatten) blootgesteld worden aan het H5 vogelgriepvirus.

Om deze vraag te beantwoorden stuurden dierenartspraktijken samples van buitenkatten op voor
onderzoek naar de aanwezigheid van (antistoffen tegen) influenza A virussen. Serumsamples werden met
behulp van HA-ELISA onderzocht op de aanwezigheid van antistoffen tegen aviaire (H5) en humane (H1)
influenzavirussen. ELISA-positieve monsters werden vervolgens met een Haemagglutinatie Remmingstest
(HAR) geconfirmeerd.

In totaal werden 254 serumsamples van buitenkatten ingestuurd. Zeven van de 254 serumsamples van
buitenkatten (2.8% (95 BHI: 1.1-5.6%)) reageerden positief in de HPAI H5 ELISA, waarbij het opviel dat de
hoeveelheid antistoffen in de buitenkattensera beduidend lager lag dan eerder werd gevonden bij
zwerfkatten. Dit verklaart vermoedelijk ook dat in geen van deze serumsamples antistoffen tegen HPAI H5
werden aangetoond met de meer specifieke, maar minder gevoelige HAR.

Naast een laag, maar potentieel risico op blootstelling aan aviaire H5 influenza A virussen bleek dat
buitenkatten ook blootgesteld worden aan humane H1 influenza A virussen. Veertien van de 254
serumsamples van buitenkatten (5.5% (95% BHI:3.1-9.1%)) reageerden positief in de H1 ELISA; de helft
hiervan was ook positief in de H1 HAR.

Het védérkomen van antistoffen tegen humane en aviaire influenza A virussen in hetzelfde serumsample
zegt niets over het tijdstip van infectie, maar impliceert dat als er co-infectie optreedt, katten (net als
varkens) mogelijk kunnen fungeren als zgn. ‘mixing vessels’ voor influenza A virussen met een potentieel
risico op het ontstaan van nieuwe virusvarianten. In hoeverre co-infecties van H1 en H5 virussen in katten
daadwerkelijk voorkomen of hoe groot het risico is op het ontstaan van mogelijk nieuwe mengvarianten is
onbekend. Daarom is het raadzaam om het vddérkomen van (antistoffen tegen) dierlijke en humane
influenza A virussen onder huiskatten te blijven monitoren.
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Achtergrond

Het hoogpathogene aviaire influenza (HPAI) H5Nx virus is endemisch in wilde vogelpopulaties in
Nederland®. Hierdoor is er een voortdurende kans op besmetting bij gehouden vogels, wilde vogels en
andere in het wild levende dieren. In 2023 zijn grote aantallen dode wilde vogels (0.a. kokmeeuwen) met
vogelgriep aangetroffen op broedplekken in Nederland®3. Daarnaast werd het H5 vogelgriepvirus gevonden
bij zoogdieren, zoals vossen en bunzingen, is het virus aangetroffen bij een zeehond*® en zijn incidenteel
ook mensen besmet geraakt®. Het Deskundigenberaad Zodnosen (DB-Z, 7 maart 2023) schat het risico voor
de algemene bevolking in als ‘laag’ en voor mensen met beroepsmatig contact met pluimvee/besmette
dieren ‘laag tot matig’’.

De permanente dreiging van het H5 vogelgriepvirus voor de mens en de impact van uitbraken voor
getroffen dieren, houders, natuur en maatschappij maken dat aanvullende maatregelen nodig zijn. Dit is
vormgegeven in het “intensiveringsplan preventie vogelgriep”®. Eén van de onderdelen daarvan is de
uitbreiding van de meldplicht. Deze meldplicht gold uitsluitend voor pluimvee, maar geldt sinds 21-7-2023
voor alle in het wild levende en gehouden zoogdieren®. De meldplicht bij zoogdieren betreft niet de
verdenking op basis van verschijnselen. De meldplicht betreft zoogdieren waarbij laboratoriumonderzoek
op HPAI (H5 serotype) positief is, bijvoorbeeld bij een positieve uitslag van een H5-specifieke ELISA of HAR
antistoffen test, of een positieve PCR-test.

Katten kunnen via verschillende routes blootgesteld worden aan HPAI H5 virussen. Katten kunnen
blootgesteld worden door nauw contact met zieke of dode wilde vogels; bij zwerfkatten is dit een
aannemelijke blootstellingsroute®®. In 2023 werd in Polen een uitbraak van H5 vogelgriep onder katten
vastgesteld. Tientallen dieren vertoonden ernstige ziekteverschijnselen met fataal verloop; de katten
testten positief op het HPAI H5N1 virus. Een deel van de katten met H5 vogelgriep kwam niet buiten,
waardoor een besmetting door wilde vogels onwaarschijnlijk werd geacht. Andere mogelijke
besmettingsbronnen, waaronder rauw vleesvoeding werden genoemd en onderzocht als een mogelijke

besmettingsbron, maar dit kon niet bevestigd worden!t!2

. In de Verenigde Staten werden katten
blootgesteld aan HPAI H5 virus via het drinken van rauwe koemelk van geinfecteerde runderen*'*. Andere
mogelijke besmettingsroutes zijn via contact met vogelfaeces gecontamineerd materiaal en mogelijk via
het eten van besmette knaagdieren®>?®.

Bij een onderzoek van de Faculteit Diergeneeskunde (FD) zijn Nederlandse zwerfkatten en huiskatten
onderzocht op antistoffen tegen het HPAI H5 vogelgriepvirus en het H1 humane influenzavirus. H1 werd
ook onderzocht, omdat antistoffen tegen het (humane) H1N1-virus eerder zijn aangetoond in katten, en bij
gelijktijdige infecties met verschillende influenza A virussen bestaat het risico op het ontstaan van nieuwe
virus varianten'®’. In het onderzoek van de FD werd met behulp van een in-house ontwikkelde HPAI H5
ELISA bij 11.8% (83/701) van de zwerfkatten antistoffen tegen het H5 vogelgriepvirus gevonden. Bij 79.3%
(65/82) van de HPAI H5 ELISA-positieve dieren werd dit bevestigd met de meer specifieke H5
Haemagglutinatie Remmingstest (HAR). Het ging om levende katten, die tijdens een castratieproject
gevangen werden en op het oog grotendeels gezond waren. Een aantal zwerfkatten had

ziekteverschijnselen, maar niet specifieke verschijnselen die wezen op H5 vogelgriep. Er werden ook
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huiskatten getest, waarvan minder dan 1% (4/814 huiskatten) HPAI H5 ELISA positief testte op antistoffen
tegen HPAI H5 vogelgriep. Bij de HPAI H5 HAR werden geen positieve huiskatten gevonden. Van deze
onderzochte huiskatten was niet bekend of de katten buiten kwamen (met potentieel contact met
besmette vogels) en welke voeding deze katten kregen (rauw vlees voeding als potentiéle bron van het
virus)'®. Naar aanleiding van deze resultaten hebben de ministeries van LVVN en VWS opdracht gegeven
aan de FD om de aanwezigheid van H5 vogelgriepvirus bij huiskatten nader te onderzoeken en dit
onderzoek specifiek te richten op huiskatten die buitenkomen.

Vraagstelling

In hoeverre worden huiskatten die buitenkomen en daar mogelijk contact hebben met wilde vogels
blootgesteld aan het H5 vogelgriepvirus?

Onderzoeksopzet
Monsterverzameling

Dierenartspraktijken (DAPs) werden benaderd via het netwerk van het Veterinair Microbiologisch
Diagnostisch Centrum (VMDC), nieuwsbrief FD/VMDC, en social media. Er werd gestreefd naar een
gelijkmatige verdeling van DAPs over Nederland, waarbij DAPs in de buurt van waterrijke gebieden en in
gebieden waar eerder seropositieve zwerfkatten gevonden waren'®, expliciet benaderd werden. DAPs
verzamelden bloedsamples van huiskatten. De samples werden afgenomen voor andere diagnostische
doeleinden en het overgebleven materiaal werd bewaard voor het onderzoeksproject en opgestuurd naar
het VMDC. Katteneigenaren werd om toestemming gevraagd middels een schriftelijke verklaring en een
korte vragenlijst over de kat werd ingevuld (bijlage 1).

Tijdens de looptijd van het project werden deelnemende DAPs gevraagd om keelswabs te nemen van katten
met acute respiratoire en/of neurologische verschijnselen voor influenza A virusdetectie middels een RT-
gPCR. Ook hierbij werd katteneigenaren om toestemming gevraagd middels een schriftelijke verklaring en
werd een korte vragenlijst over de kat ingevuld (bijlage 2).

Laboratoriumonderzoek

Serologisch onderzoek

Serumsamples werden getest op de aanwezigheid van hemagglutinine (HA)-bindende antistoffen met in-
huis ontwikkelde ELISAs!®'” waarin het HA eiwit van twee verschillende HPAI H5 (sub)clades (HPAI H5 clade
2.3.4.4c[2014] en HPAI H5 clade 2.3.4.4b[2022]), een laag pathogene Al (LPAI) H5(2022) en het humane
H1IN1 virus (H1 pdm09) werden gebruikt. Samples die in minstens één van de ELISAs positief reageerden
werden vervolgens in een Haemagglutinatie Remmings (HAR) test getest®.
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In dit onderzoek is gekozen voor een zgn. ‘two-step approach’, een brede screening met verschillende HA-
ELISAs in combinatie met verschillende HAR testen van de ELISA-positieve samples. Dezelfde diagnostische
aanpak is toegepast in het onderzoek naar vogelgriep bij zwerfkatten'®. De HAR detecteert antilichamen
tegen het meest specifieke deel (receptorbindende deel) van het virus, terwijl de ELISA daarnaast ook
antilichamen aantoont tegen niet-receptorbindende delen van het HA eiwit.

De HA-ELISAs en de HARs zijn in 2020 bij de Universiteit Utrecht ontwikkeld en geévalueerd!®!. Initiéle
validatie van de HA-ELISA werd gedaan met zes referentiesera en verdere evaluatie met 321 sera van katten
waarvan niet bekend was of deze katten blootgesteld waren aan influenza A virus. Om kruisreactiviteit met
andere H5 influenza A virusstammen uit te sluiten dan wel aan te tonen zijn ook HA-ELISAs en HAR testen
voor LPAI H5 ontwikkeld. In een vervolgstudie onder 1572 katten werden kattensera aanvullend getest met
deze nieuw ontwikkelde LPAI H5 ELISA en LPAI H5 HAR, en zijn de HA-ELISAs aanvullend gevalideerd met
behulp van fretten antisera. Bij deze evaluaties is gebleken dat er sprake is van enige kruisreactiviteit tussen
de HPAI H5 en LPAI H5 ELISA. Doordat de ELISA reactiviteit (weergegeven als OD-ratio) van kruisreagerende
sera op LPAI H5 lager was dan op HPAI H5, en deze sera negatief reageerden in de LPAI H5 HAR, was de
conclusie dat deze dieren HPAI H5 seropositief waren en niet LPAI H5 seropositief. Verder werd in het
zwerfkatten/huiskatten onderzoek waargenomen dat de hoge specificiteit van de HAR ten koste gaat van
de sensitiviteit, waardoor de HAR bij katten met lage hoeveelheden circulerende antilichamen negatief kan
zijn (vals-negatieve uitslagen).

De conclusies van de evaluatie waren dat de HA-ELISAs en HAR testen voor H5 HPAI en LPAI complementair
aan elkaar zijn en dat deze combinatie geschikt is voor screening van een kattenpopulatie. In het
zwerfkattenonderzoek, waar 79.3% van de HPAI H5 ELISA positieve sera, ook positief waren in de HPAI H5
HAR. Een uitgebreide validatie van de HA-ELISAs en de HAR testen, inclusief exacte berekening van
sensitiviteit en specificiteit bij gebruik op kattensera is niet beschikbaar wegens gebrek aan sera van
bewezen seropositieve katten (na experimentele infectie of vaccinatie).

Virologisch onderzoek
Keelswabs van acuut zieke dieren werden zo snel mogelijk onderzocht op aan-/afwezigheid van het H5
vogelgriep virus met behulp van een generieke influenza A RT-qPCR%,
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Resultaten
Monsterverzameling

41 DAPs toonden interesse in deelname aan het onderzoek en hebben monstermaterialen ontvangen. In
totaal zijn van januari 2024 tot en met augustus 2024, 287 serumsamples ingestuurd door 24 DAPs. Dit
betrof 254 sera van buitenkatten, en 33 sera van binnenkatten. Binnen dit onderzoek zullen de analyses
van de buitenkat sera worden gepresenteerd. Het aantal serumsamples per DAP varieerde van twee tot 57
serumsamples. Door de focus op waterrijke gebieden en gebieden waarbij eerder zwerfkatten seropositief
waren gevonden, zijn de provincies Utrecht, Noord-Holland, Zuid-Holland en Friesland
oververtegenwoordigd en de drie zuidelijke provincies (Zeeland, Noord-Brabant en Limburg)
ondervertegenwoordigd. (Figuur 1).

Serologisch onderzoek

Met behulp van de HPAI H5 ELISA werd in zeven van de 254 serumsamples van buitenkatten (2.8%; 95%
BHI: 1.1-5.6) antistoffen aangetoond. In twee van deze sera werden ook antistoffen tegen LPAI H5
aangetoond in de ELISA, waarbij de OD-ratio in de HPAI H5 ELISA beduidend hoger waren dan in de LPAI
H5 ELISA. In twee andere sera werden eveneens antistoffen tegen H5 LPAI aangetoond; deze sera waren
negatief in de HPAI H5 ELISA.

Met behulp van de H1 ELISA werd in 14 van de 254 (5.5%; 95% BHI: 3.1-9.1) aangetoond (Tabel 1). Bij twee
buitenkatten werden in de ELISA antistoffen gevonden tegen zowel HPAI H5 als H1. Negentien buitenkatten
kregen rauw vlees voeding; één buitenkat die rauw vlees voeding kreeg was positief in de HPAI H5 ELISA;
deze kat was tevens positief in de H1 ELISA.

Tabel 1. Aantal (en percentage) HPAI H5 en H1 ELISA- en HAR- positieve sera van Nederlandse huiskatten,
2024

Test HPAI H5? positief HPAI H1® positief
ELISA 7 (2.8%; 95% BHI: 1.1-5.6) 14 (5.5%; 95% BHI: 3.1-9.1)
HAR® 0 (0%) 7 (50%)

3 HPAI H5 clade 2.3.4.4; ® H1 pdm09 “alleen ELISA-positieve simples warden getest in de HAR

Virologisch onderzoek

Tijdens de looptijd van het project zijn vier keelswabs van katten met acute respiratoire klachten ingestuurd
voor de detectie van influenza A virus in de generieke matrix-specifieke RT-gPCR ingestuurd. In geen van de
swabs werd influenza A virus RNA gevonden.
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Map data: CBS - Created with Datawrapper

Figuur 1. Locaties van onderzochte Nederlandse buitenkatten januari 2024 — augustus 2024. Van één kat was geen
postcode beschikbaar.
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Conclusies en aanbevelingen

In totaal werden 254 serumsamples van buitenkatten ingestuurd. Zeven van de 254 serumsamples van
buitenkatten (2.8%; 95 BHI: 1.1-5.6%) reageerden positief in de HPAI H5 ELISA, waarbij het opviel dat de
hoeveelheid antistoffen in de buitenkattensera beduidend lager lag dan eerder werd gevonden bij
zwerfkatten. Dit verklaart vermoedelijk ook dat in geen van deze serumsamples antistoffen tegen HPAI H5
werden aangetoond met de meer specifieke, maar minder gevoelige Haemagglutinatie Remmingstest
(HAR). De seroproportie in buitenkatten is hiermee beduidend lager dan die eerder werd gevonden in
zwerfkatten (11.8%)°. Een mogelijke verklaring voor de lagere seroproportie en ook lagere ELISA reactiviteit
van buitenkatten ten opzichte van zwerfkatten zou kunnen liggen in een lagere mate en intensiviteit van
contact met besmette vogels. Voor huiskatten die gevoerd worden is het opeten van kadavers minder
noodzakelijk voor het voortbestaan, terwijl dit bij zwerfkatten meer noodzakelijk is. Een andere verklaring
voor de lagere seroproportie en ELISA reactiviteit zou kunnen liggen aan het feit dat het onderzoek bij
buitenkatten uitgevoerd is in 2024, een periode met beduidend minder meldingen van H5 vogelgriep in
wilde vogels, ten opzichte van de periode waarin het zwerfkatten onderzoek plaatsvond (2020-2023).
Algemeen kan gesteld worden dat als de blootstelling aan een virus langer geleden is, er een kans is op
afname van de hoeveelheid circulerende antistoffen tegen dat virus, waardoor deze antistoffen niet of
minder detecteerbaar zijn in de ELISA en/of de HAR. Hoe lang antistoffen tegen HPAI H5 influenzavirus bij
de kat aantoonbaar blijven na infectie is onbekend, dus hier is enige voorzichtigheid geboden.

Studies laten zien dat H5 vogelgriep respiratoire en neurologische klachten kan veroorzaken bij katten, met
soms fatale gevolgen, maar ook asymptomatische infecties bij katten worden beschreven**31920 |n eerder
onderzoek bij zwerfkatten met respiratoire klachten en sectie onderzoek bij zwerf- en huiskatten werd geen
uitscheiding van influenza A virussen gedetecteerd'®. Tijdens het huidige onderzoeksproject werd een zeer
beperkt aantal keelswabs ingestuurd van katten met acute respiratoire en/of neurologische klachten. Dit
aantal laat geen conclusie toe over het védérkomen en de ziektelast van H5 vogelgriep bij huiskatten in
Nederland.

Naast een laag, maar potentieel risico op blootstelling aan aviaire H5 influenza A virussen bleek dat
buitenkatten ook blootgesteld worden aan humane H1 influenza A virussen. Bij 5.5% van de buitenkatten
werden antistoffen tegen het humane H1 influenzavirus gevonden. Hiervan was de helft ook positief in de
HAR. Vergelijkbare ELISA H1 seroproporties werden gevonden in huiskatten die tussen 2020 en 2023
werden onderzocht, terwijl in een eerdere studie in huiskatten (2019) een hogere seroproportie (15.3%)
werd gevonden?’.

Twee buitenkatten hadden ELISA antistoffen tegen zowel het humane H1 als het aviaire HPAI H5 influenza
virus. Het vddérkomen van antistoffen tegen humane en aviaire influenza A virussen in hetzelfde
serumsample zegt niets over het tijdstip van infectie, maar impliceert dat als er co-infectie optreedt, katten
(net als varkens) mogelijk kunnen fungeren als zgn. ‘mixing vessels’ voor influenza A virussen met een
potentieel risico op het ontstaan van nieuwe virusvarianten. In hoeverre co-infecties van H1 en H5 virussen
in katten daadwerkelijk voorkomen of hoe groot het risico is op het ontstaan van mogelijk nieuwe
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mengvarianten is onbekend. Om dit uit te zoeken is meer (laboratorium) onderzoek naar de mogelijkheid
hiervan noodzakelijk.

De afwezigheid van antistoffen in de HPAI H5 HAR en de lage seroproportie in combinatie met de lage
reactiviteit in de HPAI H5 ELISA tonen aan dat huiskatten die buitenkomen minder risico lopen op
blootstelling aan het H5 vogelgriepvirus dan zwerfkatten. Naast een laag, maar potentieel risico op
blootstelling aan aviaire H5 influenza A virussen bleek dat huiskatten ook blootgesteld worden aan humane
H1 influenza A virussen. Daarom is het raadzaam om het voorkomen van (antistoffen tegen) dierlijke en
humane influenza A virussen onder katten te blijven monitoren. Continue of regelmatige monitoring van de
seropositiviteit in huiskatten kan eenvoudig plaatsvinden via de reguliere monsterstroom van de laboratoria
van de FD. Nadeel hiervan is dat gegevens over het al dan niet buitenkomen van de katten en/of soort
voeding ontbreken. In samenwerking met zwerfkattenorganisaties kan monitoring op HPAlI H5 onder
zwerfkatten opgezet worden. Monitoring op het voérkomen van influenza A virussen is aanvullend mogelijk
door overleden katten die bij de FD voor sectie worden aangeboden te onderzoeken met behulp van RT-
gPCR, waarbij geselecteerd kan worden op katten met respiratoire en/of neurologische verschijnselen.
Daarnaast kunnen DAPs via verschillende kanalen geinformeerd en gestimuleerd worden om van katten met
respiratoire en/of neurologische verschijnselen keelswabs op te sturen voor (al dan niet gratis) diagnostiek
op influenza A virus.

10
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Bijlagen

Bijlage 1. Vragenlijst behorende bij serumsamples voor antistofdetectie

Onderzoek Vogelgriep bij katten — Formulier buitenkatten (behorende bij bloedmonsters)

Naam DAP:

Datum insturen: % Universiteit Utrecht Diergeneeskunde
Sticker Naam Naam | Geb. datum Geslacht* | Buitenkat* Rauwvlees* Type Reden bloedafname
eigenaar/dier | eigenaar | kat kat bloedmonster*
1 Om Oja Oja O serum

Ov O nee O nee O citraat
O MG [J EDTA
Ove [J Heparine
2 Om Oja Oja O serum
Ov O nee O nee O citraat
O MG [J EDTA
Ove [J Heparine
3 Om Oja Oja O serum
Ov O nee O nee O citraat
O MG [J EDTA
Ove [J Heparine
4 Om Oja Oja O serum
Ov O nee O nee O citraat
O MG [J EDTA
Ove [J Heparine
5 Om Oja Oja O serum
Ov O nee O nee O citraat
O MG [J EDTA
Ove [J Heparine

*Aanvinken wat van toepassing is. Graag 10 bloedmonsters noteren op 1 formulier, zie achterzijde voor extra ruimte

12
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Bijlage 2. Vragenlijst behorende bij keelswabs voor virusdetectie

Universiteit Utrecht

Onderzoek Vogelgriep bij katten — Formulier acuut zieke buitenkatten (behorende bij keelswabs voor PCR)

Naam DAP:
Datum insturen:

! Alleen keelswabs insturen van dieren die acuut ziek zijn en koorts hebben

% Universiteit Utrecht

Diergeneeskunde

Diergeneeskunde

en daarnaast éen of meer klinische symptomen onder de stippellijn

Sticker eigenaar/dier Naam eigenaar | Naam Geb. datum | Geslacht* | Buitenkat* | Rauwvlees* | Klinische symptomen*
kat kat
Om Oja Oja [J acuut ziek
Ov O nee O nee O koorts
OMG | || e
Ove [ hijgen/benauwdheid

[J loopneus en heldere
neusuitvloeiing

[J oogontsteking/rode ogen
O trillen

[J wankel lopen

*Aanvinken wat van toepassing is

13
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Veel gebruikte afkortingen

BHI betrouwbaarheidsinterval

DAP DierenArtsenPraktijk

ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
HAR Haemagglutinatie Remmingstest

HPAl  Hoog Pathogene Aviaire Influenza

oD Optical Density

PCR Polymerase Chain Reaction

HPAl  Hoog Pathogene Aviaire Influenza
LPAI Laag Pathogene Aviaire Influenza
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