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1 Einleitung

Zoonotische, durch Vektoren lbertragene Arboviren (engl.: arthropod-borne-viruses) aus der Familie
der Flaviviren wie das West-Nil-Virus (WNV), das Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV)
und das Usutu-Virus (USUV), stellen eine erhebliche Bedrohung fiir die Gesundheit von Menschen
und Tieren dar. Humanen Infektionen aller drei Viren ist gemein, dass sie sich zu Beginn in Form
einer fiebrigen Allgemeinerkrankung prasentieren kdnnen und in der Minderheit der Falle zu einer
schweren Verlaufsform, gekennzeichnet durch zum Teil schwerwiegende neurologische Symptome
fortschreiten konnen (MOSTASHARI et al. 2001, HAYES 2006, PECORARI et al. 2009, BOGOVIC and
STRLE 2015, SANTINI et al. 2015, KAISER 2016, SIMONIN et al. 2018). Beim Pferd sind vergleichbare
Erkrankungen nach Infektionen mit dem WNV und dem FSMEV beschrieben (GARDNER et al. 2007,
CAVALLERI et al. 2022, LOHMANN et al. 2022).

Wahrend das WNV und das USUV sich in ihrem natirlichen Infektionszyklus vor allem auf Vogel als
natiirliches Reservoir und Stechmiicken der Gattung Culex (Cx.) als Ubertrager stiitzen, wird FSMEV
durch Zecken Ubertragen, wobei kleine Nagetiere das Hauptreservoir darstellen (SAVAGE 1999,
TURELL et al. 2005, TONTERI et al. 2013, NIKOLAY 2015, BRANDENBURG et al. 2023).

Wahrend die Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME) in Deutschland schon langer untersucht
wird, wurde das WNV erst durch den im Jahr 2018 erstmalig erfolgten Viruseintrag und die damit
einhergehenden Infektionen von Menschen, Pferden und Végeln hierzulande zum epidemiologischen
Forschungsgegenstand (ZIEGLER et al. 2019). Das USUV, schon ldanger endemisch in Stideuropa, trat
in Deutschland zum ersten Mal 2011 in Form eines massiven Amselsterbens in Stidwestdeutschland
in Erscheinung (ZIEGLER et al. 2015).

Da Pferde ebenfalls infolge der Auswirkungen einer Infektion mit dem WNV und dem FSMEV
erkranken kénnen und sie spezifische Antikérper gegen alle drei untersuchten Flaviviren ausbilden,
sind sie geeignet, um Aufschluss liber die Virusverbreitung in Deutschland zu geben. Bisher wurde
die Erhebung der Seropravalenz dieser drei Flaviviren bei Pferden in Mitteldeutschland bereits
vereinzelt durchgefiihrt (BERGMANN et al. 2022, GANZENBERG et al. 2022). Eine
Seropravalenzstudie von 2020 ermittelte die geographische Ausbreitung der WNV-Infektion in
Sachsen, Sachsen-Anhalt und Brandenburg, und bietet damit die Grundlage, um die Ausbreitung
dieser neu auftretenden Virusinfektion weiter zu verfolgen.

Ziel der vorliegenden Studie war es, aufbauend auf der Vorgangerarbeit, durch eine erneute,
erweiterte Erhebung der Seroprdvalenz gegen diese drei Flaviviren in der mitteldeutschen
Pferdepopulation, das bereits vorhandene Studienmaterial um aktuelle Daten zu ergdnzen und somit
die Verbreitung dieser drei Viren noch besser nachzuvollziehen. Das Studiengebiet von Ganzenberg
et al. 2022 wurde daher um jeweils drei Landkreise in Sachsen-Anhalt und Brandenburg in
nordwestlicher Richtung erweitert. Der Landkreis Jerichower Land wurde miteinbezogen, da aus
diesem Landkreis bis heute offizielle WNV-Fallmeldungen fehlen und das Auftreten seropositiver
Pferde gerade in diesen Gebieten Hinweise auf bestehende Infektionszyklen geben kann. Weiterhin
waren die neu ausgewahlten Landkreise noch nicht als FSMEV-Risikogebiete ausgewiesen. Die
Untersuchungen sollten Aufschluss dariiber geben, ob serologisch positive Pferde in diesen
Landkreisen vorhanden sind und inwieweit sich die Ergebnisse dieser Landkreise von denen als
offizielle FSMEV-Risikogebiete ausgewiesenen Landkreisen der Studie unterscheiden.

Weiterhin sollten die bereits von Ganzenberg et al. 2022 erhobenen Risikofaktoren fiir eine Infektion
mit dem WNV anhand neu erhobener Daten (iberpriift sowie Risikofaktoren fiir eine Infektion mit
dem FSMEV in der Studienpopulation neu ermittelt werden. Durch eine erneute Beprobung von



Pferden aus Ganzenberg et al. 2022 sollte der Anteil frischer Infektionen mit den untersuchten
Flaviviren durch die damit einhergehende Serokonversion aufgedeckt werden. Im weiteren Sinne
hatte die Studie auch zum Ziel, die mogliche Nutzung serologischer Daten von Pferden zur
Beurteilung des Infektionsrisikos des Menschen zu beleuchten.



2 Literaturiibersicht

2.1 West-Nil-Virus

2.1.1 Taxonomie, Morphologie und Verbreitung

Das WNV gehort zur Familie der Flaviviren und wird, wie auch das USUV oder das St. Louis
Enzephalitis-Virus, dem Japanischen-Enzephalitis-Serokomplex zugeordnet (POIDINGER et al. 1996).
Es handelt sich beim WNV um ein behiilltes Einzelstrang-RNS-Virus mit positiver Polaritat, einer
Genomlédnge von ca. elf Kilobasen und einem Durchmesser von 50 nm (CASTLE and WENGLER 1987,
DEUBEL et al. 2001, HAYES and GUBLER 2006). Das Virus besitzt drei Strukturproteine: ein Capsid-,
ein Hill- und das Membranprotein. Weiterhin besitzt das Virus sieben Nichtstrukturproteine, welche
alle eine Rolle im Replikationsprozess einnehmen und beispielsweise durch Eingriffe in die
Komplementmodulation oder die Interferonantwort des Wirts zur Immunevasion des Virus
beitragen. Sie werden alle gemeinsam aus einem offenen Leseraster als Polyprotein synthetisiert und
anschlieBend in die zehn einzelnen Proteine prozessiert (BEST 2016, CHEN et al. 2017, HABARUGIRA
et al. 2020b).

—— € [ M [T E A 2A728] 3 [4a] 48] 5 |+
A

Capsid Membran Hiille

k A J
Vo v

Strukturproteine Nichtstrukturproteine

Abbildung 1: Virales Genom mit 3 Struktur- und 7 Nichtstrukturproteinen erstellt nach HABARUGIRA et al. (2020b) mit
biorender.com

Aufgrund der genetischen Variabilitdt konnen die Genomsequenzen des Virus in neun verschiedene
Linien eingeteilt werden (PACHLER et al. 2014). Linie eins wird in drei Unterlinien unterteilt. Linie 1a
wurde bereits im Subsahararaum, dem Nahen Osten, Zentraleuropa und in Nordamerika
nachgewiesen. Die Linie 1b konnte bisher vor allem in Australien isoliert werden und wird auch
Kunjin-Subtyp oder Kunjin-Virus genannt. Als dritter Vertreter ist die teilweise auch als Linie finf
bezeichnete, und auf dem indischen Subkontinent isolierte Unterlinie 1c zu nennen (LANCIOTTI et al.
2002, BAKONY!I et al. 2005, BONDRE et al. 2007, MANN et al. 2013). Genauso wie Isolate der Linie
zwei sind die Vertreter der Linie eins bereits im Zusammenhang mit Erkrankungen bei Menschen und
Tieren nachgewiesen worden (BAKONYI et al. 2006). Vertreter der Linie zwei besitzen ebenso wie die
der Linie eins einen Neurotropismus, manche Isolate gelten jedoch als weniger virulent. Vertreter
dieser Linie wurden bereits in der Subsahararegion Afrikas, in Madagaskar und in Europa isoliert
(BAKONYI et al. 2006, BOTHA et al. 2008, CICCOZZI et al. 2013, FALL et al. 2017).
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Abbildung 2: WNV, schematisch nach LANG (2007), erstellt mit biorender.com

Zu den weniger weit verbreiteten Vertretern zahlt die Linie drei, auch Ravensburg-Virus genannt,
welches erstmals in Tschechien isoliert wurde (HUBALEK et al. 1998, BAKONY!I et al. 2005). Ebenfalls
weniger weit verbreitet ist die Linie vier, die bisher vor allem in Russland nachgewiesen werden
konnte (LVOV et al. 2004). Die Linie finf, vorwiegend in Indien vorkommend, wird wie oben
beschrieben alternativ auch als Linie 1c klassifiziert (LANCIOTTI et al. 2002). Als potenzielle sechste
Linie wurde 2006 ein Isolat aus Spanien postuliert (VAZQUEZ et al. 2010). Weiterhin gilt als Linie
sieben ein als Koutango-Virus bezeichnetes Virus, welches zuerst 1968 in Nagetieren aus dem
Senegal gefunden wurde und bisher nur auf dem afrikanischen Kontinent aufgetreten ist (BUTENKO
1986, FALL et al. 2021). Als potenzielle achte und neunte Linie werden Virusisolate diskutiert, welche
1992 im Senegal bzw. 2013 in Osterreich isoliert werden konnten (FALL et al. 2014, PACHLER et al.
2014). Alle Isolate, die bisher in Deutschland nachgewiesen werden konnten, wurden der Linie zwei
zugeordnet.

2.1.2 Infektionszyklus und alternative Ubertragungswege

Typischerweise spielt sich der Infektionszyklus des WNV zwischen Voégeln und ornithophilen
Moskitos ab. Hierbei fungieren ornithophile Moskitos als Vektoren, da sie das Virus zwischen Vogeln
verbreiten und so zu einer Vermehrung des Virus in der Vogelpopulation fiihren. Dieser
Ubertragungszyklus wird auch ruraler oder sylvatischer Zyklus genannt (HUBALEK and HALOUZKA
1999). Moskitos mit einem eher unspezifischen Wirtsspektrum werden als Briickenvektoren
bezeichnet, da sie das Virus vom Vogel auf andere Wirbeltiere und vor allem auf Saugetiere
weitertragen und so eine Briicke zwischen dem natirlichen Infektionskreislauf des Virus und
verschiedenen Fehlwirten darstellen (KILPATRICK et al. 2005).

Die Zeit zwischen der Aufnahme des Virus durch die Stechmiicke und dem Zeitpunkt, an dem das
Virus an einen neuen Wirt weitergegeben werden kann, wird als extrinsische Inkubationszeit

bezeichnet. In dieser Zeit vermehrt sich das Virus im Mitteldarm der Stechmiicke, um sich von dort in

4



die Speicheldriisen und andere Gewebe auszubreiten. Ist das Virus in den Speicheldriisen der
Stechmiicke angelangt, kann es bei einem erneuten Stich auf den nachsten Wirt tibertragen werden
(GIRARD et al. 2004, ZIEGLER et al. 2019). Die Lange dieses Prozesses ist temperaturabhingig und
erklart, warum grofRe WNV-Epidemien vor allem wahrend langerer Hitzeperioden auftreten (REISEN
et al. 2006).

Es wird angenommen, dass nahezu alle Vogel- und Saugetierspezies nach dem Stich eines solchen
Moskitos mit dem Virus infiziert werden kénnen und sich eine Virdmie von im Schnitt ein bis sieben
Tagen anschlieBt (KILPATRICK et al. 2007). Ist dieser Wirt erneut ein empfanglicher Vogel, vermehrt
sich das Virus im Blut und anderen Organen (KOMAR et al. 2003). Uberleben Végel diese initiale
viramische Phase, beginnen sie ab Tag vier Antikorper auszubilden, die gegen eine erneute Infektion
mit dem WNV schiitzen (FANG and REISEN 2006, STYER et al. 2006). Wirte, in denen sich das Virus
stark vermehren kann und in denen so hohe Virustiter im Blut erreicht werden, dass sich eine neue
Stechmiicke durch eine Blutmahlzeit infizieren kann, werden Amplifikationswirte genannt. Prinzipiell
kommen viele Vogelarten als Amplifikationswirte in Betracht. In den USA wurden der Blauhdher
(Cyanocitta cristata), der westliche Buschhidher (Aphelocoma californica), die amerikanische Krdhe
(Corvus brachyrhynchos) sowie die Purpur-Grackel (Quiscalus quiscula) als kompetente Wirte
identifiziert (KILPATRICK et al. 2007). Generell gelten Vertreter der Ordnung Passeriformes als
dullerst empfanglich, da sie hohe Viramie- und Ausscheidungsraten vorweisen und fulminante
klinische Verlaufe zeigen (KOMAR et al. 2003).

Tierarten die ebenfalls als Amplifikationswirte gelten, sind Alligatoren und Salzwasserkrokodile, da
im Blut dieser Tiere hohe Virustiter nachgewiesen wurden (MILLER et al. 2003, KLENK et al. 2004,
HABARUGIRA et al. 2020a). Als weitere Wirte mit ausreichend hohen Virdmien, welche sie zu
theoretischen Amplifikationswirten machen, werden Fuchshérnchen (Sciurus niger), braune Makis
(Lemur fulvus), Streifen-Backenhérnchen (Tamias striatus), Grauhornchen (Sciurus carolinensis),
Florida Wildkaninchen (Sylvilagus floridanus) und Mantelpaviane (Papio hamardryas anubis)
diskutiert (RODHAIN et al. 1985, TIAWSIRISUP et al. 2005, WOLF et al. 2006, PLATT et al. 2007,
GOMEZ et al. 2008, PLATT et al. 2008). Das Potenzial von Waschbaren als Amplifikationswirte im
typischen vektorassoziierten Ubertragungszyklus ist umstritten, jedoch scheiden sie das Virus in
hohen Mengen mit dem Kot aus und weisen eine hohe Seroprdvalenz auf. Somit steht eine
potenzielle fako-orale Ubertragung im Raum (BENTLER et al. 2007, ROOT et al. 2010).

Neben Amplifikationswirten, gibt es auch Wirte, in denen eine solche Vermehrung ausbleibt oder so
gering ausfallt, dass eine Weitergabe der Infektion an weitere Moskitos im Regelfall nicht erfolgt.
Solche Wirte werden Fehlwirte genannt. Zu diesen zahlen neben Pferd und Mensch auch die meisten
anderen Sdugetierspezies. Diese Fehlwirte spielen in der Epidemiologie des WNV eine
untergeordnete Rolle (VAN DER MEULEN et al. 2005).

Neben Mickenstichen sind auch viele weitere Moglichkeiten, sich mit dem WNV zu infizieren,
beschrieben. So wurden Ubertragungen beim Menschen durch Bluttransfusionen und
Organtransplantationen nachgewiesen (IWAMOTO et al. 2003, PEALER et al. 2003). Auch die
intrauterine Infektion beziehungsweise die Infektion Uber die Muttermilch scheinen in seltenen
Fallen beim Menschen maoglich zu sein (CDC 2002, HINCKLEY et al. 2007). Zusatzlich kam es 2018 bei
einem Tierarzt nach der Sektion eines WNV-infizierten Bartkauzes zu Symptomen einer fiebrigen

Allgemeinerkrankung und einem positiven Immunglobulin-M (IgM) Antikérpernachweis, so dass



auch von einem direkten Infektionsweg Gber den Kontakt zu Organen infizierter Vogel ausgegangen
werden muss (PROMED POSTS 2018, ZIEGLER et al. 2019).

Orale Infektionen liber Faeces von infizierten Individuen sind fiir Alligatoren und Salzwasserkrokodile
nachgewiesen (KLENK et al. 2004). Salzwasserkrokodile scheinen sich darliber hinaus auch (ber
gemeinsam genutztes Poolwasser infizieren zu kdnnen (HABARUGIRA et al. 2020a). Ein ahnlicher
direkter Infektionsweg ist weiterhin fir Ganse im Zusammenhang mit Federpicken beschrieben
(BANET-NOACH et al. 2003).

Abbildung 3: Infektionszyklus des WNV; Adaptiert nach (HABARUGIRA et al. 2020b)

A: Ubertragung zwischen Amplifikationswirt Vogel und Hauptvektor Moskito; B: Direkte Ubertragung zwischen Végeln durch
2.B. Federpicken; C: Vektorgebundene Ubertragung auf (Fehl)wirte wie Mensch, Pferd und Krokodil; D: Intrauterine
Ubertragung; E: Ubertragung durch Organtransplantation; F: Ubertragung iiber Bluttransfusionen; G: Ubertragung iiber
Poolwasser zwischen Krokodilen; erstellt mit Microsoft PowerPoint

2.1.3 Vektorspezies

Als Hauptlbertrager des WNV weltweit sind vor allem Stechmiicken des Genus Culex relevant. In
Europa sind Cx. pipiens, Cx. torrentium, Cx. modestus, Coquillettida richardii und Anopheles
maculipennis als Ubertrager beschrieben (HUBALEK and HALOUZKA 1999, LELLI 2010, VOGELS et al.
2017). Speziell fur Deutschland gelten die beiden Biotypen von Cx. pipiens, Cx. pipiens Biotyp pipiens
und Cx. pipiens Biotyp molestus als Ubertriger. Gemeinsam mit der ebenfalls hiufig in Deutschland
vorkommenden Stechmiickenart Cx. torrentium wurde fiir diese beiden Biotypen experimentell eine
Vektorkompetenz beschrieben (JANSEN et al. 2019, ZIEGLER et al. 2020). Lange ging man davon aus,
dass die ornithophilen Culex-Stechmiicken nur fiir die Ubertragung von Vogel zu Vogel
verantwortlich sind. Heute ist bekannt, dass diese Moskitos auch Sdugetiere stechen und somit
ebenfalls als Briickenvektoren von Vogeln auf Sdugetiere fungieren (HESSON et al. 2016, BRUGMAN
et al. 2018).

Im Nahen Osten gelten Cx. perexiguus, Cx. pipiens und Aedes (Ae.) caspius als kompetente Vektoren
(ORSHAN et al. 2008). Auf dem afrikanischen Kontinent wurde erstmals Ae. albopictus als

potenzieller Ubertriger diskutiert. Wenig spater konnten auch Cx. antennatus, Cx. univittatus und
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Cx. pipiens als potenzielle Vektoren in Afrika identifiziert werden (TAYLOR et al. 1956). Neben
etlichen weiteren afrikanischen Moskitospezies konnten WNV-Isolate auch aus Cx. theileri, Cx.
neavei, Ae. vexans, Ae. circumluteolus und Coquillettidia metallica gewonnen werden (HUBALEK and
HALOUZKA 1999, SULE et al. 2018).

Auf dem nordamerikanischen Kontinent tragen vor allem Cx. pipiens, Cx. restuans, Cx.
quinquefasciatus und Cx. tarsalis zur Ubertragung des Virus bei (GODDARD 2002, KILPATRICK et al.
2005, DEGROOQTE et al. 2008).

In Mittelamerika Ubertragen das Virus vor allem Vertreter der Spezies Cx. interrogator und Cx.
nigripalpus (ULLOA et al. 2009).

Auf dem indischen Subkontinent konnte das Virus aus Cx. quinquefasciatus und Cx. vishnui isoliert
werden (DANDAWATE et al. 1969, PARAMASIVAN et al. 2003). In China wurde das Virus in Cx.
pipiens-Stechmuicken nach einem Ausbruch beim Menschen gefunden (LU et al. 2014).

AbschlieRend gilt als Hauptvektor des WNV in Australien Cx. annulirostris (MACKENZIE et al. 1994).
Neben Stechmiicken konnten auch verschiedene andere typische Vektorarten mit dem WNV in
Verbindung gebracht werden. So konnten die Schildzeckenspezies Dermacentor marginatus und
auch die Lederzecken Argas hermanni und Ornithodoros capensis experimentell mit dem Virus
infiziert werden (HUBALEK and HALOUZKA 1999). Zusatzlich gelang es, aus den Zeckenarten
Hyalomma marginatum, Rhipicephalus turanicus und Amblyomma variegatum Virusisolate zu
gewinnen (HUBALEK and HALOUZKA 1999).

2.1.4 Einflussfaktoren auf den Ubertragungszyklus des West-Nil-Virus

Die Frage, warum es in manchen Regionen und zu manchen Zeitpunkten zu WNV-Epidemien bei
Menschen und Tieren kommt, wurde wiederholt untersucht. Als Faktoren, welche eine WNV-
Infektion positiv bedingen, ist zum Ersten das Vorhandensein einer ausreichenden Anzahl an
Amplifikationswirten und Vektoren zu nennen. Bezlglich des Vorhandenseins von
Amplifikationswirten wird ein Zusammenhang zwischen dem Aufkommen von WNV-Infektionen und
Vogelschutzgebieten diskutiert (DURAND et al. 2005).

Weiterhin sind extreme Wettereignisse wie Uberflutungen, Diirren oder Hitzewellen als
begiinstigende Umsténde beschrieben (LANDESMAN et al. 2007). Bei Uberflutungen begiinstigen die
besseren Vermehrungsbedingungen fiir die Vektoren eine Ubertragung. Bei Hitzewellen und generell
bei anhaltenden hohen Temperaturen kommt es zu einer Verkiirzung der extrinsischen
Inkubationszeit. Das Virus wird in infizierten Stechmiicken schneller infektids und kann somit
effizienter auf die folgenden Wirte libertragen werden (KILPATRICK et al. 2008, SOVEROW et al.
2009).

Letztlich beeinflusst auch die Artenvielfalt einer Vogelpopulation den Ubertragungszyklus. Nach der
Verdiinnungshypothese gibt es kompetente und weniger kompetente Wirte fiir ein Pathogen.
Weniger kompetente Wirte sind in diesem Fall Wirte, in denen sich das Virus nicht ideal vermehren
kann. In einem Okosystem mit hoher Biodiversitit ist das Vorhandensein von weniger kompetenten
Wirten wahrscheinlicher und ein Teil der Neuinfektionen wird von diesen wenig empfanglichen
Wirten abgefangen. Da das Pathogen von diesen Wirten nicht oder nur unzureichend weitergegeben

werden kann, spricht man davon, dass die Pravalenz des Virus in der Population ,verdiinnt” wird.



Dieser Effekt ist auch am Beispiel des WNV und der amerikanischen Vogelpopulation beschrieben
worden (SWADDLE and CALOS 2008, ALLAN et al. 2009).

2.1.5 Pathogenese und Erkrankungsformen nach West-Nil-Virus-Infektion

Nach dem Stich durch einen mit dem WNV infizierten Mosquito wird das Virus durch den infektiosen
Speichel der Stechmiicke auf den Wirt tibertragen. Direkt nach der Ubertragung kommt es zu einer
Vermehrung in lokalen Zellen der Haut. Dabei kann es sich um Keratinozyten oder dendritische
Zellen in der ndheren Umgebung der Einstichstelle handeln (BYRNE et al. 2001, LIM et al. 2011).
Anschliefend kommt es zum Transport der Viruspartikel in die 6rtlichen Lymphknoten durch
dendritische Zellen und von dort aus zu einer Weiterverbreitung des Virus tber das Blut (SAMUEL
and DIAMOND 2006). Mit dieser Viramie wird das Virus anschlieBend in viele verschiedene Organe
transportiert, in denen es weitere Zellen infiziert, sich vermehrt und liber einen langeren Zeitraum
persistieren kann. Hierbei kommt es stark auf die infizierte Wirtsspezies an. Es gibt Vogelarten, in
denen sich das Virus in nahezu allen inneren Organen repliziert (GAMINO and HOFLE 2013). Beim
Pferd hingegen scheint die Infektion vor allem auf das zentrale Nervensystem beschrankt zu sein
(CANTILE et al. 2001).

Das Nervensystem ist auflerdem als klinisch wichtigstes Organ zu nennen. Da das Virus das
Nervensystem infiltriert, also Viruspartikel im Nervengewebe von erkrankten Individuen nachweisbar
sind, wird diese Form der WNV-Erkrankung auch die neuroinvasive Form bzw. WNV-
Enzephalomyelitis genannt.

Verschiedene Moglichkeiten, mit welchen das Virus das Zentralnervensystem (ZNS) erreicht, sind
beschrieben und werden kontrovers diskutiert. Zum einen gibt es die Hypothese des Transports des
Virus zum ZNS auf dem hamatogenen Weg, da hohe Viruskonzentrationen im Blut mit einem
schnelleren Ubertritt in das ZNS assoziiert sind (JOHNSON and MIMS 1968). Das Uberwinden der
Bluthirnschranke erfolgt durch eine im Rahmen der Entziindung durchlassig gewordenen Barriere
infolge der Einwirkung proinflammatorischer Akute-Phase-Proteine (WANG et al. 2004).

Alternativ (iberwindet das Virus die Bluthirnschranke durch einen ,trojanisches Pferd“-Mechanismus,
bei welchem periphere, bereits infizierte Leukozyten in das Nervengewebe rekrutiert werden und
anschlieRend Uber unterschiedliche Wege ins Neuroparenchym einwandern (RANSOHOFF et al.
2003, GARCIA-TAPIA et al. 2006). Als weitere Moglichkeit wird der retrograde axonale Transport von
Viruspartikeln iber periphere Nerven ins ZNS diskutiert (SAMUEL et al. 2007).

Pathologisch zeigen sich je nach Krankheitsverlauf der Infektion unterschiedliche, wenig spezifische
Befunde. So kdnnen sich durch die direkte Einwirkung des Virus bedingte oder sekundare Schaden
darstellen, die in Folge der Immunreaktion auf das Virus entstanden sind (GAMINO and HOFLE 2013).
Die neuroinvasive Form &uRert sich in der Ausbildung einer Polioenzephalomyelitis (DEBIASI and
TYLER 2006). Beim Menschen kommt es im Hirnstamm, den Basalkernen, dem Kleinhirn und dem
Ventralhorn des Riickenmarks zu Lasionen. Es zeigen sich perivaskulare Infiltrate, Mikroglia-
Knotchen, Neuronophagie und in manchen Féllen Nekrosen (KELLEY et al. 2003, BYAS and EBEL
2020). Beim Pferd werden &hnliche pathologische Befunde nach neuroinvasivem Verlauf
vorgefunden. Betroffene Areale sind bei dieser Spezies der untere Hirnstamm und der
thorakolumbale Teil des Riickenmarks. In diesen Abschnitten kommt es zu einer lymphozytdren



Polienzephalomyelitis, Blutungen, Mikroglia-Knétchen und perivaskuldren Manschetten (CANTILE et
al. 2001, PORTER et al. 2003).

2.1.6 West-Nil-Virus-Erkrankung bei Menschen und Pferden

Bei einigen Saugetierspezies sind Erkrankungen nach der Infektion mit dem WNV beschrieben. Unter
Public Health-Gesichtspunkten stellen Erkrankungen bei Menschen und Pferden allerdings die
bedeutsamsten dar. Mensch und Pferd ist gemein, dass nur ein Teil der infizierten Individuen
klinische Symptome nach einer Infektion mit dem WNV entwickelt. Es erkranken ca. 20 % der
infizierten Pferde und bis zu 20 % der infizierten Menschen (KRAMER et al. 2007, ZOU et al. 2010,
BYAS and EBEL 2020, CAVALLERI et al. 2022).

Entwickelt sich so eine klinische Erkrankung, so zeigen infizierte Menschen zwei bis 14 Tage nach der
Infektion die unspezifischen Symptome einer fiebrigen Allgemeinerkrankung dhnlich der Grippe.
Diese dulRern sich in Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen und sowie Erschopfung. Bei einem Teil der
Patienten kommt es auBerdem zu Hautausschlagen, Durchfall und Erbrechen (HAYES and GUBLER
2006).

Es wird angenommen, dass sich bei einem von 140 Infizierten ein neuroinvasiver Verlauf der
Erkrankung entwickelt, (MOSTASHARI et al. 2001). Infolge einer Meningoenzephalitis kommt es zu
massiven neurologischen Symptomen wie schlaffen Lahmungen, Bewusstseinseintriibungen,
Photophobie und Krampfanfallen bis hin zum Koma (NASH et al. 2001, PIETSCH et al. 2020).

Beim Pferd zeigen ca. acht bis zehn Prozent der infizierten Individuen schwere neurologische
Symptome (GARDNER et al. 2007). Prinzipiell zeigen klinisch erkrankte Pferde initial die wenig
spezifischen Symptome einer fiebrigen Allgemeinerkrankung, welche im weiteren Verlauf in
neurologische Symptome tbergehen kdnnen.

Neben einer Ataxie, welche das am haufigsten beobachtete Symptom ist, kommt es auch noch zu
Muskelfaszikulationen und Schwache der GliedmaBen bis hin zum Festliegen. Initial kdnnen
betroffene Pferde auch Fieber, Fressunlust, Koliksymptome oder eine Lahmheit zeigen (OSTLUND et
al. 2001, ANGENVOORT et al. 2013). In manchen Fallen kann es auch zu Kopfnervendefiziten
kommen, die sich je nach Neurolokalisation beispielsweise als Dysphagie, Gesichtslahmungen oder in
einem Verlust der Drohantwort zeigen kdnnen (PORTER et al. 2003). Alternativ kann sich auch eine
Photophobie, Somnolenz, aggressives Verhalten und sogar Blindheit einstellen (MURGUE et al. 2001,
OSTLUND et al. 2001, PORTER et al. 2003, GARCIA-BOCANEGRA et al. 2011).

Die Art der ausgebildeten Symptome ist nicht abhangig davon, ob es sich um eine WNV-Infektion der
Linien eins oder zwei handelt (KUTASI et al. 2011). Trotz einer hohen Uberlebensrate, im Vergleich zu
anderen Enzephalitiden des Pferdes, Gberleben 28 % bis 43 % der neurologisch erkrankten Tiere die
Infektion nicht. Dabei wird ein GrofSteil der Fatalitdten einer Euthanasie aufgrund der massiven
Belastungen durch die Erkrankung zugeschrieben (WEESE et al. 2003, SALAZAR et al. 2004, WARD et
al. 2006, KUTASI et al. 2011).

Studien zu Faktoren, welche einen tddlichen Infektionsverlauf bedingen, sind zum Teil
widerspriichlich. Als Faktor mit negativem Einfluss auf die Uberlebensrate von erkrankten Pferden
wurde wiederholt Festliegen festgestellt (PORTER et al. 2003, SALAZAR et al. 2004, SCHULER et al.
2004).



Weiterhin haben Arbeiten wiederholt das Fehlen einer Impfung gegen WNV-Enzephalomyelitis als
Risikofaktor fiir einen klinischen und insbesondere einen letalen Verlauf nach einer WNV-Infektion
aufgezeigt (SALAZAR et al. 2004, SCHULER et al. 2004).

Zusatzlich haben nach Salazar et al. (2004) weibliche Pferde ein erhohtes Risiko, eine WNV-
Erkrankung nicht zu Uberleben (SALAZAR et al. 2004). Eine andere Studie weist wiederum ein
erhohtes Risiko fiir Hengste nach, an einer Erkrankung zu versterben (EPP et al. 2007b).

Uberlebende Tiere behalten teilweise Langzeitfolgen, sogenannte Sequelae, wie Gewichts- und
Ausdauerverlust, Lethargie, Ataxie und Gesichtslahmungen zurlick (SALAZAR et al. 2004).

2.1.7 Diagnostik und tierseuchenrechtliche Einordnung

Die Diagnose einer WNV-Infektion ist in der Human- wie in der Veterinarmedizin tGber verschiedene
Wege moglich. Generell bietet sich der direkte Erregernachweis aus Blut, Liquor oder anderen
Geweben mittels Virusanzucht oder Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (reverse
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) an. Beim Menschen gelingt der direkte RNS-
Nachweis aulRerdem oft aus dem Urin der Patienten, da das WNV dort (iber einen langeren Zeitraum
und in groBeren Mengen als in Blut oder Liquor nachweisbar ist (BARZON et al. 2013). Beim Pferd
fehlen vergleichbare Berichte bislang.

Aufgrund der sehr kurzen Virdamie bei Pferd und Mensch hat in vielen Fallen der indirekte
serologische Nachweis von Antikdrpern der Klasse IgM aus Blut oder Liquor eine groRe praktische
Bedeutung bei der definitiven Diagnosefindung (PIETSCH et al. 2020, CAVALLERI et al. 2022,
LOHMANN et al. 2022). Der Nachweis dieser Antikérper erfolgt oft mit kommerziell erhaltlichen
Enzym-gekoppelten Immunadsorptionstests (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Als
Alternativen zum ELISA konnen beispielsweise auch Hamagglutinationshemmungs- oder
Immunfloreszenstests fiir ein Screening genutzt werden.

Die definitive Diagnose erfolgt beim Menschen Uber die typische klinische Prdsentation (Fieber,
Meningitis, Enzephalitis) in Kombination mit entweder der Virusisolation oder dem RNS-Nachweis
aus Blut oder Liquor, dem IgM Antikorper-Nachweis aus dem Liquor oder einem hohen Serum-IgM-
Titer in Verbindung mit dem Nachweis von Immunglobulin-G (IgG) Antikérpern mit anschlieRender
Bestatigung im Neutralisationstest (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL
2021).

Nach der Weltorganisation fur Tiergesundheit (WOAH) bestatigen die folgenden Kriterien die
Diagnose des West-Nil-Fiebers (WNF) beim Pferd:

- Isolation des WNV von einem Tier, das Anzeichen zeigt, die auf WNF hindeuten.

- Nachweis eines WNV-spezifischen Antigens oder einer WNV-spezifischen Ribonukleinsdaure
in Proben von einem oder mehreren Tieren, die klinische Symptome aufweisen, die mit WNF
Gbereinstimmen, oder die epidemiologisch mit einem bestatigten oder vermuteten Ausbruch
von WNF in Verbindung stehen.

- Der Nachweis von IgM-Antikorpern gegen das WNV von einem ungeimpften Tier, das
klinische Symptome aufweist, die mit WNF vereinbar sind, oder das epidemiologisch mit
einem bestdtigten oder vermuteten Ausbruch von WNF in Verbindung gebracht wird (WOAH
2021).
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Diese Kriterien stellen in Deutschland ebenfalls die Definition fiir einen an das
Tierseucheninformationssystem zu (ibermittelnden Fall dar (FRIEDRICH LOEFFLER-INSTITUT 2022).
Der Nachweis des WNV bei Pferd und Vogel stellt in Deutschland eine anzeigepflichtige Tierseuche
dar. Diese Anzeigepflicht gilt prinzipiell zur Eindammung bzw. Tilgung einer Tierseuche vor ihrer
Weiterverbreitung. Anzeigepflichtig ist nicht nur der Nachweis der Tierseuche, sondern auch der
Verdacht auf einen Ausbruch. Tierdrzte und Halter sind verpflichtet den Nachweis einer WNV-
Infektion bzw. den Verdacht unverziglich bei der zustandigen Behorde anzuzeigen. Dies ist in der
Regel das zustandige Veterindramt. Seit 2021 wird der Rechtsrahmen fiir die Vorbeugung und
Bekampfung gelisteter Tierseuchen durch Verordnung (EU) 2016/429, auch Animal Health Law (AHL)
genannt, vorgegeben (EUROPAISCHES PARLAMENT 2016). Das WNYV ist ebenfalls im Anhang Il der
Delegierten Verordnung EU 2018/1629 der Europdischen Kommission zu finden und wurde dort in
Kategorie E eingeteilt. Infektionskrankheiten dieser Kategorie unterliegen auch innerhalb der
Europidischen Union einer Uberwachung. Erkrankungen der Kategorie E werden charakterisiert als
Infektionen mit unterschiedlichem aber gelegentlich hohem Risiko, bei denen bis heute
wirkungsvolle BekdampfungsmafRnahmen aufgrund eines Wildtierreservoirs und/oder einer
vektorabhingigen Ubertragung fehlen. Der Nachweis einer Infektion beim Pferd hat somit meist
keine konkreten Konsequenzen fiir den Halter und eine Tétungsanordnung fir das betroffene Tier
oder den Bestand steht nicht im Raum (NIEDERSAECHSISCHES LANDESAMT FUR
VERBRAUCHERSCHUTZ UND LEBENSMITTELSICHERHEIT 2021).

2.1.8 West-Nil-Virus-Seropravalenzstudien

Weltweit wurden bereits viele Studien zur Ermittlung der WNV-Seroprdvalenz bei Pferden
durchgefiihrt. Ungeimpfte Populationen gelten als gute Sentinel-Spezies fiir die WNV-Uberwachung,
da sie nach einer WNV-Infektion teilweise neurologische Symptome zeigen und zuverldssig
Antikorper ausbilden (ANGELINI et al. 2010, PATERNOSTER et al. 2017, METZ et al. 2021). Somit
wurden ortsansadssige Pferdepopulationen in der Vergangenheit als Frihwarnsystem fiir WNV-
Infektionen beim Menschen erprobt (LEBLOND et al. 2007, CHEVALIER et al. 2011). Gerade in
Landern Stdosteuropas, in denen das Virus bereits seit Jahrzenten vorkommt, ist die Seropravalenz
von Pferdepopulationen wiederholt untersucht worden. Einen Uberblick iiber die europiische
Studienlage gibt Tabelle eins. Generell gilt, dass sich die Ergebnisse der einzelnen Studien nur
bedingt vergleichen lassen.

Zum einen spielt durch die hohe Kreuzreaktivitat der Flaviviren der diagnostische Test eine grofie
Rolle. So kann nur sicher von Antikérpern gegen das WNV ausgegangen werden, wenn diese im
Serumneutralisationstest bestatigt wurden (BECK et al. 2013). Weiterhin tragen Faktoren wie Jahr,
Jahreszeit, Ort der Probensammlung und verwendete Probenmatrix zur Diversitat der
Seropravalenzstudien bei (OLUFEMI et al. 2021). Wie man anhand der Tabelle eins gut sehen kann,
variieren die Ergebnisse der Studien stark. Beispielsweise untersuchte die Gruppe um Durand im Jahr
2000 Uiber 5000 Pferde direkt nach einem WNV-Ausbruch bei Pferden in Stdfrankreich im Umkreis
von zehn km um den ersten bestatigten Fall. Dabei wurde eine Seropravalenz von 8,5 % mittels eines
IgG ELISAs ohne Bestatigung im sensitiven VNT ermittelt (DURAND et al. 2002). Im Gegensatz dazu
untersuchte die Gruppe von Madic zwischen 2001 und 2002 980 zufillig ausgewahlte Pferde aus

ganz Kroatien, ohne dass dieser Untersuchung eine akute WNV-Epidemie vorangegangen war. Die
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Seropravalenz betrug 0,4 % und alle positiven IgG-Ergebnisse wurden im VNT bestéatigt (MADIC et al.
2007).

In Deutschland wurde bereits wiederholt die WNV-Seropravalenz von Pferden untersucht. Erstmals
fand eine Untersuchung in den Jahren 2007 bis 2009 statt. Hier wurden bis auf vier Ausnahmen keine
Antikorper gegen das WNV festgestellt. 3 Pferde stellten sich spater als geimpft und eines als aus
Ungarn importiert heraus (ZIEGLER et al. 2012). Eine weitere Studie aus den Jahren 2009 bis 2011
stellte erneut keine positiven serologischen Befunde fir WNV-Infektionen bei Pferden in
Deutschland fest (ZIEGLER et al. 2013). Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass bis zu diesem
Zeitpunkt keine autochthonen Infektionen in Deutschland stattgefunden hatten. Im Jahr 2018 traten
schlieBlich die ersten zwei Falle bei Pferden in Deutschland auf (ZIEGLER et al. 2020). Genomische
Analysen deuteten darauf hin, dass der Eintrag des Virus der Linie zwei im Jahr 2016 aus Tschechien
erfolgt ist (ZIEGLER et al. 2019). Nach dem Eintrag des WNV nach Deutschland wurden weitere
Seropravalenzstudien angefertigt. So konnten in den Jahren 2019 und 2020 in der Klinikpopulation
der Klinik fur Pferde, allgemeine Chirurgie und Radiologie der Freien Universitat Berlin
Seropravalenzen von 8,2 % bzw. 13,8 % gezeigt werden (BERGMANN et al. 2022).

Eine weitere Studie, die Pferde in Sachsen, Sachsen-Anhalt und Brandenburg untersuchte, zeigte eine
Seropravalenz von 5,8 % (GANZENBERG et al. 2022).
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2.1.9 Tabelle 1 Equine West-Nil-Virus-Seropravalenzstudien aus Europa von 1999 bis 2022.

. i . b 4 Pravalenz
Zeitraum Region/Land Anzahl Equiden IgG® positiv  VNT -positiv. MIA®-positiv IgM"-positiv (Test) Quelle
1998-1999 Italien (Toskana) 282 106 - - - 38% (IgG-ELISA) Autorino et al. 2002
2000 Frankreich (Camarque) 5107 432 - - 182 8,5% (IgG-ELISA) Durand et al. 2002
2001 Austria 350 - 0 - - 0% (VNT) Weissenbock et al. 2003
. Mangana-Vougiouka
2001-2008 Griechenland 7549 - 302 - - 4% (VNT)
etal. 2013
2002 Kroatien 980 4 4 - - 0,4% (VNT) Madic et al. 2007
2003 Frankreich 906 305 - - 23 34% (IgG-ELISA) Durand et al. 2005
2004-2010 Portugal 1313 46 40 - 2 3.1% (ELISA®) Barrosetal.2011
2005 Spanien (Donana) 157 13 8,3% (VNT) Jimenez Clavero
panien (Donana ,3% et al. 2007
Unklar Tlrkei 299 - 36 - - 12.0% (VNT) Ozkul et al. 2006
2006-2007 Rumanien 167 56 - - - 33,5% (ELISA) Savutaet al. 2007
2006 382 58 15,2% (ELISA)
2007 Rumaénien 283 185 - - - 65,4% (ELISA) Luduetal. 2014
2008 1031 179 17,4 % (ELISA)
2007-2009 Deutschland 1282 1 0 - - 0,1% (VNT) Ziegler et al. 2012
2008 Italien 2030 - 794 - - 39,1% (VNT) Calistrietal. 2010
2008-2009 Italien 2528 348 348 - 2 13,8% (VNT) Busanietal.2011
2008-2011 Slowakei 229 - 19 - - 8,3% (VNT) Hubalek et al. 2013
2008-2012 Serbien 1133 - 45 - - 4,0% (VNT) Duricicetal. 2013
2009-2010 Serbien 349 42 42 - - 12% (VNT) Lupulovicetal. 2011

®Immunglobulin G, ° Virusneutralisationstest, ¢ Multiplex immunoassay, ¢ Immunglobulin M, ® Enzyme-linked immunosorbent assay
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Pravalenz

Zeitraum Region/Land Anzahl Equiden IgG® positiv VNT*-positiv MIA®positiv IgM®-positiv (Test) Quelle
2010 Griechenland 70 24 - - 0 33% (ELISA®) Bouzalasetal. 2016
2010 Spanien 510 54 36 ; - 7,1% (VNT) Garcia-Bocanegra
etal.2012
2010 Spanien 165 22 12 - - 7,3% (VNT) Garcia-Bocanegra
etal. 2012
2010-2011 Ukraine 310 49 42 - 0 13,5% (VNT) Ziegleretal. 2013
2010-2011 Spanien 109 17 12 - - 11,0% (VNT) Garcia-Bocanegra
etal. 2012
2010-2011 Kroatien 2098 100 73 - - 3,4% (VNT) Barbicetal. 2012
2010-2012 Deutschland 5178 61 2 - 0 0,04% (VNT) Ziegleretal. 2013
2010-2014 Polen 378 1 - - 0 0,26% (ELISA) Niczyporuk et al. 2015
2010-2019 Spanien (Katalonien) 1856 182 92 - - 5% (VNT) Napp et al. 2021
2011 Spanien 178 0 0 - 0 0% Albaetal. 2014
2011 Turkei 180 - 57 - - 31,7% (VNT) Ozkul et al. 2013
2011 Rumaénien 808 473 - - - 58,5% (ELISA) Luduetal.2012
2011 Sardinien 253 87 - - - 34,3% Spissu et al. 2013
2011-2012 Spanien 172 - - 11 - 6,4% (MIA) Vanhomwegen et al. 2017
2011-2013 Turkei 389 - 48 - - 12,3%(VNT) Ergunayetal. 2014
2011-2013 Spanien 369 5 5 - 1 1.4% (VNT) Abad-Cobo et al. 2017
2011-2016 Portugal 989 44 26 - - 1.8% (VNT) Barrosetal. 2017
2012 Albanien 167 44 37 - - 22,2% (VNT) Berxholietal. 2013

*Immunglobulin G, ® Virusneutralisationstest, © Multiplex immunoassay, ¢ Immunglobulin M,  Enzyme-linked immunosorbent assay
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Pravalenz

Zeitraum Region/Land Anzahl Equiden IgG° positiv. VNT-positiv. MIApositiv IgM®-positiv (Test) Quelle

2012-2013 Polen 411 - 62 - - 15,1% (VNT) Bazanow et al. 2018
2013 Slowakei 145 17 10 - 0 6,9% (VNT) Csanketal.2018
2014 Korsica 96 9 9 - - 9,4% (VNT) Maquart et al. 2017
2014 752 52 - - 6,9% (ELISA®)

Serbien - ! Petrovic et al. 2018
2015 3238 - - 17 0,5% (IgM-ELISA)

2017-2018 Spanien 138 31 9 - 0 6,5% (VNT) Busquetsetal. 2019
2017 Osterreich 342 90 18 - 0 5,3% (VNT) deHeusetal. 2021
2018 Kosovo 260 27 27 - - 10,4% (VNT) Rexhepi et al. 2021
2018 Kroatien 2574 307 - - 20 11,9% (ELISA) Vilibic-Cavlek et al. 2019

G -C jal

2018-2019 Spanien (Extramadura) 725 199 143 ; 16 19,7% (VNT) uerrero-tarvaja

etal. 2021

2018-2020 Deutschland 437 52 36 - 8 8,5% (VNT) Bergmann et al. 2022
2019 England 988 274 - - 2 27,7 (ELISA) Folly et al. 2020
2020 Deutschland 940 106 54 - 6 5,8% (VNT) Ganzenberget al. 2022

*Immunglobulin G, ® Virusneutralisationstest, ° Multiplex immunoassay, ¢ Immunglobulin M, € Enzyme-linked immunosorbent assay
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2.1.10 Risikofaktoren fiir eine West-Nil-Virus-Infektion beim Pferd

Neben der Seropravalenz wurden in viele Studien auch Daten tiber die Pferdepopulationen erhoben.
Anhand dieser Daten konnten in manchen Fallen Verbindungen zwischen einem positiven bzw.
negativen Serologieergebnis und anderen Faktoren festgestellt werden. Da diese Faktoren eine
Infektion mit dem WNV fir diese Subpopulationen wahrscheinlicher bzw. unwahrscheinlicher
machen, spricht man von Risikofaktoren.

Der am haufigsten festgestellte Risikofaktor ist das Alter (CHEVALIER et al. 2006, CHEVALIER et al.
2010, AHMADNEJAD et al. 2011, BEN HASSINE et al. 2014, CARDINALE et al. 2017). Man geht davon
aus, dass in Gebieten, in denen das WNV endemisch ist und es zu regelmaBigen Infektionen kommt,
dltere Tiere eine hohere Wahrscheinlichkeit aufweisen seropositiv zu sein, da der Zeitraum in dem
sie einem potenziellen Infektionsereignis ausgesetzt waren groRer ist als bei jiingeren Tieren. Dieser
Effekt konnte in vielen Landern Afrikas, in denen das Virus seit Jahrzehnten zirkuliert, nachgewiesen
werden.

Studien, die erst wenige Jahre nach dem erstmaligen Eintrag des Virus durchgefiihrt wurden,
konnten diesen Alterseffekt jedoch nicht nachweisen. So konnte in Kanada und Deutschland kein
Zusammenhang zwischen dem Alter und der Seropositivitdt der Tiere festgestellt werden (EPP et al.
2007a, GANZENBERG et al. 2022). Da das Virus zum Zeitpunkt der Datenerhebung erst wenige Jahre
in den entsprechenden Regionen zirkulierte, waren Pferde dem Infektionsgeschehen eine zu geringe
Zeit lang ausgesetzt, um diesen Effekt zu zeigen. Eine weitere Studie aus Deutschland zeigte im
Gegenteil das hochste Risiko WNV-seropositiv zu sein bei Pferden mittleren Alters (BERGMANN et al.
2022).

Weiterhin konnten Studien in Regionen, in denen das WNV seit langem endemisch ist, diesen
Alterseffekt ebenfalls nicht zeigen (DURAND et al. 2002, ABUTARBUSH and AL-MAJALI 2014).

Ein weiterer haufig in der Literatur beschriebener Risikofaktor ist der Aufenthaltsort der Tiere. Man
geht davon aus, dass es Regionen gibt, in denen die Bedingungen fiir eine Ubertragung giinstiger sind
als in anderen. Dabei handelt es sich beispielsweise um Umweltbedingungen, die die Vermehrung
der Stechmiickenpopulation begiinstigen und so zu einer vermehrten Ubertragung des WNV auf
Menschen und Pferde beitragen. So wurden in der kanadischen Provinz Saskatchewan Okoregionen
mit besonders glinstigen Bedingungen fiir die Vermehrung des Hauptvektors Cx. tarsalis mit einem
erhohten Infektionsrisiko beim Pferd in Verbindung gebracht (CURRY 2004, EPP et al. 2007a).

Studien aus Jordanien und Deutschland lassen einen ahnlichen Zusammenhang vermuten
(ABUTARBUSH and AL-MAJALI 2014, GANZENBERG et al. 2022).

Weiterhin brachten Arbeiten aus Israel und Palastina eine erhohte Seropravalenz mit dem grolRen
afrikanischen Grabenbruch in Verbindung, durch den viele Zugvogelrouten fiihren. Es wird in diesem
Fall von einer vermehrten Einschleppung des Virus in dieses Gebiet durch Zugvogel ausgegangen
(MALKINSON et al. 2002, AHARONSON-RAZ et al. 2014, AZMI et al. 2017). Dieser Zusammenhang mit
Gebieten, in denen es zu einem vermehrten Zugvogelvorkommen und einer erhdéhten Seropravalenz
beim Pferd kommt, wurde ebenfalls in Brasilien und Frankreich nachgewiesen (DURAND et al. 2005,
DE OLIVEIRA-FILHO et al. 2021).

Weniger oft werden individuelle Faktoren wie Geschlecht oder Fellfarbe als Risikofaktoren
beschrieben. Eine Studie aus Agypten attestierte Hengsten, sowie Pferden gemischter Rassen ein
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erhohtes Infektionsrisiko. Als mogliche Begriindung werden die Unterschiede in der
Stechmickenexposition durch Haltung und Arbeit der Tiere genannt. Die Region, in welcher die
Pferde lebten, spielte in dieser Studie keine Rolle (SELIM et al. 2021).

In einer in Deutschland durchgefiihrten Studie wurde ein geringeres Infektionsrisiko flir Ponys
diskutiert. Weitere Risikofaktoren dieser Studie umfassten standige Aufenunterbringung wahrend
der Moskito-Saison, das Vorhandenseins eines Weideunterstandes sowie den Standort der Pferde in
einem Landkreis mit bereits aufgetretenen WNV-Fallen beim Pferd (GANZENBERG et al. 2022).

2.2 Das Usutu-Virus

2.2.1 Taxonomie und Struktur

Das USUV wurde 1959 in der Ndahe des namensgebenden Usutu Flusses in Swasiland erstmals
beschrieben und wird genau wie das WNV dem Japanischen-Enzephalitis-Serokomplex zugeordnet
(WILLIAMS et al. 1964, POIDINGER et al. 1996).

Das 40-60 nm im Durchmesser umfassende Virion enthalt das etwa elf Kilobasen lange RNS-Genom
mit positiver Polaritdt (BAKONYI et al. 2004). Weiterhin kann das USUV in acht verschiedene
genetische Linien eingeteilt werden. Diese setzen sich aus fiinf europdischen (Europe 1-5) und drei
afrikanischen (Africa 1-3) Linien zusammen (CADAR and SIMONIN 2022). Da das WNV und das USUV
als nahe Verwandte ein dhnliches Hillprotein haben, kommt es zu einer immunologischen
Kreuzreaktivitat (NIKOLAY et al. 2014).

2.2.2 Ubertragung und Epidemiologie

Nach der ersten Isolierung in Afrika, ging man lange davon aus, dass das Verbreitungsgebiet des Virus
auf die Tropen und Subtropen Afrikas beschrdnkt ist (WILLIAMS et al. 1964). Seit seinem ersten
Auftreten in Mitteleuropa im Jahr 2001 ist das Virus jedoch auch in mehreren europdischen Landern
isoliert worden (WEISSENBOCK et al. 2002, VILIBIC-CAVLEK et al. 2020). Aufgrund eines dem WNV
sehr dhnlichen Ubertragungszyklus, (iberschneiden sich diese beiden Viren in Bezug auf ihre Wirts-
und Vektorpopulationen in Europa erheblich (NIKOLAY 2015). Ebenso wie das WNV wird das USUV
von Stechmiicken (ibertragen und Voégel bilden das natiirliche Reservoir. Insbesondere Amseln
(Turdus merula), Bartkduze (Strix nebulosa) und Haussperlinge (Passer domesticus) gelten als
hochempfanglich (WEISSENBOCK et al. 2003, CHVALA et al. 2007).

Als Vektor mit der grofSten Bedeutung wird analog zum WNV auch fir das USUV Cx. pipiens in der
Literatur genannt (COOK et al. 2018). Genauso wie beim WNYV stellen die meisten Saugetiere wie
auch Pferd und Mensch Fehlwirte dar, da sie nach einer Infektion nicht zum Ubertragungszyklus
beitragen (ZANNOLI and SAMBRI 2019, CONSTANT et al. 2022).

2.2.3 Klinik und Pathogenese

Ahnlich wie WNV und FSMEV (s. u.) kann das USUV in seltenen Féllen einen durch die Symptome
einer Meningitis bzw. Meningoenzephalitis gekennzeichneten neuroinvasiven Krankheitsverlauf
beim Menschen verursachen. Im deutlichen Unterscheid zum WNV sind beim USUV bisher keine
klinischen Symptome beim Pferd nach einer Infektion mit dem Virus beschrieben (PECORARI et al.
2009, SANTINI et al. 2015, CAVALLERI et al. 2022). Das Virus war allerdings fir mehrere
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Massensterben von wilden Amseln in verschiedenen Regionen Europas verantwortlich
(WEISSENBOCK et al. 2002, BECKER et al. 2012, LECOLLINET et al. 2016, BAKONYI et al. 2017, HONIG
et al. 2019).

2.2.4 Diagnostik

Die Diagnosefindung beim Menschen wie beim Tier kann prinzipiell Gber den direkten Virusnachweis
mittels RT-PCR oder real time RT-PCR aus Blut und Organmaterial erfolgen (WEISSENBOCK et al.
2002, JOHNSON et al. 2010).

In der Regel erfolgt der Nachweis beim Menschen aber (iber die Serologie. Hier sind dhnlich wie beim
WNV und dem FSMEV IgM und IgG-ELISAs zum initialen Nachweis in Verwendung. Hierbei werden
ein Antikorperklassenwechsel von IgM zu IgG oder ein vierfacher Titeranstieg in zwei im Abstand von
zehn Tagen entnommenen Proben als beweisend angesehen. Diese Ergebnisse missen dann
anschlieBend zum Ausschluss von kreuzreagierenden Antikdrpern anderer nahe verwandter
Flaviviren wie z. B. dem FSMEV oder dem WNV im Virusneutralisationstest bestatigt werden(PAULI
et al. 2014)(PAULI et al. 2014)(PAULI et al. 2014)(PAULI et al. 2014)(PAULI et al. 2014)(PAULI et al.
2014)(PAULI et al. 2014)(PAULI et al. 2014)(PAULI et al. 2014).

Beim Pferd erfolgt der Nachweis prinzipiell dhnlich und analog zu WNV und FSMEV (CAVALLERI et al.
2022).

Zum Nachweis des USUV aus Vogeln sind weiterhin auch ein Hdmagglutinationshemmtest sowie ein
indirektes Immunfluoreszenzverfahren beschrieben (BUCKLEY et al. 2003, MEISTER et al. 2008,
GANZENBERG 2022).

2.3 Das Friihsommer-Meningoenzephalitis-Virus

2.3.1 Taxonomie und Struktur

Das Friihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV), oder auf Englisch tick-borne encephalitis virus
(TBEV), gehort genau wie das WNV zur Familie der Flaviviren und zum Genus Flavivirus. Das
einzelstrangige RNS-Genom ist in etwa elf Kilobasen grol3, besitzt eine positive Polaritdat und weist
genau wie das des WNV ein offenes Leseraster auf. Das aus der Translation entstehende Polyprotein
wird in drei Struktur- und sieben Nichtstrukturproteine eingeteilt (ECKER et al. 1999, DEVIATKIN et al.
2020).

Weiterhin wird TBEV genetisch in flinf verschiedene Subtypen eingeteilt und kommt in weiten Teilen
Eurasiens vor. Es werden der europaische (TBEV-EU), der sibirische (TBEV-Sib), der fernostliche
(TBEV-FE), der Baikal- (BEV-BIk) und der Himalaya-Subtyp (TBEV-Him) unterschieden (DAI et al. 2018,
HOLDING et al. 2019, WONDIM et al. 2022). Der in Deutschland vorkommende européische Subtyp
ist von Stidskandinavien bis vereinzelt nach Nordafrika auf dem gesamten Kontinent verbreitet.

2.3.2 Ubertragung und Epidemiologie

In Europa wird das FSMEV vor allem von Zecken der Art Ixodes ricinus auf Menschen und Tiere
Ubertragen (ESTRADA-PENA and DE LA FUENTE 2014). Aber auch die Auwaldzecke (Dermacentor
reticulatus) gilt in endemischen Arealen Deutschlands als kompetenter Vektor des Virus (CHITIMIA-
DOBLER et al. 2019).
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Dabei infizieren sich die subadulten Zeckenstadien in Naturherden lber Blutmahlzeiten an kleinen
Saugetieren mit dem Virus (IMHOFF et al. 2015). Kleinsduger wie Rotelméause (Clethrionomys
glareolus), Gelbhalsmause (Apodemus flavicollis) oder Waldmdause (Apodemus sylvaticus) sind
bedeutende Reservoirwirte in Europa (TONTERI et al. 2013, BRANDENBURG et al. 2023).

Da die Infektion Uber alle Entwicklungsstadien der Zecken erhalten bleibt, erfolgt eine Infektion von
Vogeln und grolReren Sdugetieren, wie zum Beispiel dem Menschen, vor allem durch Nymphen und
adulte Stadien von Ixodes ricinus (DEVIATKIN et al. 2020).

Die Gefahr sich als Mensch mit dem FSMEV zu infizieren wird in Deutschland auf Basis der
Meldezahlen durch das Robert Koch Institut in Form von Risikogebieten angegeben. Ein Kreis wird als
Risikogebiet definiert, wenn die Anzahl der Gbermittelten FSME-Erkrankungen in mindestens einem
der 17 Finfjahreszeitrdume im Zeitraum 2002 — 2022 im Kreis oder in der Kreisregion (bestehend aus
dem betreffenden Kreis plus allen angrenzenden Kreisen) signifikant (p < 0,05) hoher liegt als die
Inzidenz von einer Erkrankung pro 100.000 Einwohner erwartete Fallzahl. Die Risikogebiete
erstrecken sich vorwiegend vom Siiden Deutschlands (Baden-Wirttemberg, Bayern) (liber die
Ostlichen Mittelgebirgsregionen (Stdthiiringen, Stidhessen und Slidsachsen) bis in die norddeutsche
Tiefebene (Stidbrandenburg) (ROBERT KOCH-INSTITUT 2023a).

Neben dem Stich durch eine infizierte Zecke erfolgen etwa ein Prozent aller FSMEV-Infektionen
alimentar Uber nicht pasteurisierte Milchprodukte von Wiederkduern (HOLZMANN et al. 2009,
BROCKMANN et al. 2018). Auch Organtransplantationen und Bluttransfusionen stellen eine selten
auftretende Infektionsmoglichkeit dar (LIPOWSKI et al. 2017).

Pferde infizieren sich in aller Regel - ebenso wie Menschen - iber Zeckenstiche mit dem FSMEV. Sie
gelten als gute Sentinel-Spezies (PAUTIENIUS et al. 2021). Die FSMEV-Seropravalenz von Pferden
wurde in der Vergangenheit in Deutschland wiederholt untersucht. So wurde im Jahr 2003 eine
Seropravalenz von 23,4 % flir Bayern und Baden-Wirttemberg festgestellt (JANITZA-FUTTERER
2003). Im hessischen Marburg-Biedenkopf wurde im selben Jahr eine Seropravalenz von 2,9 %
ermittelt (MUELLER 2006).

In der Vergangenheit gaben Studien, die urspriinglich die Ermittlung der WNV-Seropravalenz zum
Ziel hatten, aufgrund der Kreuzreaktivitat der beiden Viren auch wiederholt Aufschluss lber die
Epidemiologie von FSMEV in der deutschen Pferdepopulation, da im Zuge der Ausdifferenzierung der
untersuchten Seren im VNT auch neutralisierende Antikdrper gegen FSMEV nachgewiesen wurden.
So konnte eine Untersuchung zur WNV-Seropravalenz von 2010 bis 2012 FSMEV-spezifische
Antikorper in 18 Pferden aus drei Bundeslandern nachweisen (ZIEGLER et al. 2013).

Eine weitere Studie, die zwischen 2018 und 2020 Serumproben aus einer Berliner und einer
Nordrhein-Westfalischen Pferdeklinik untersuchte, stellte neutralisierende Antikérper in einem von
437 Pferden fest (BERGMANN et al. 2022).

Weiterhin wurden im Rahmen einer WNV-Seropravalenzstudie in Mitteldeutschland bei 35 Pferden
Antikorper gegen das FSMEV im Virusneutralisationstest ermittelt (GANZENBERG et al. 2022).
Bezliglich der Vergleichbarkeit stellt sich wie bei Arbeiten zur WNV- Seroprdvalenz erneut das
Problem der Verwendung unterschiedlicher diagnostischer Tests in den verschiedenen Studien. Diese
methodischen Unterschiede machen insbesondere den Vergleich mit dlteren Arbeiten schwierig.
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2.3.3 Klinik und Pathogenese

Die FSME ist die wichtigste zeckenlibertragene Krankheit in Europa und Asien, mit bis zu 10.000
humanen Féllen jahrlich (AMICIZIA et al. 2013). Bei den meisten infizierten Menschen (70 % bis 98 %)
verlduft eine Infektion mit dem FSMEV asymptomatisch (BOGOVIC and STRLE 2015, EURINGER et al.
2023).

Bei Menschen mit symptomatischem Krankheitsverlauf hat dieser meist einen biphasischen
Charakter. Nach einer Inkubationszeit von sieben bis 14 Tagen erleben Patienten Symptome einer
Allgemeinerkrankung, gekennzeichnet durch Fieber, Glieder- und Kopfschmerzen sowie
Abgeschlagenheit (LINDQUIST and VAPALAHTI 2008). Diese Symptome gehen auf die erste
Viramiephase zurlick, die aus der initialen Vermehrung des Virus in den Langerhanszellen der Haut
und der anschlieBenden Verbreitung des Virus auf die lymphatischen Organe des Koérpers besteht
(NUTTALL 1999).

Auf diesen, etwa eine Woche andauernden Abschnitt, folgt teilweise ein Abklingen der Symptome.
AnschlieBend stellt sich mit einer zweiten Fieberphase der zweite Krankheitsabschnitt ein, indem bei
etwa 10 % der Patienten mit initialer Symtomatik, zentralnervose Symptome infolge einer
Meningitis, Meningoenzephalitis bzw. einer Meningoenzephalomyelitis entsprechend der
betroffenen Hirnregionen entstehen (KAISER 2016).

Auch beim Pferd sind klinische Anzeichen der FSME wiederholt beschrieben worden (WALDVOGEL
1981, KLAUS et al. 2013, FOUCHE et al. 2021). Beispielsweise wurden bei einem 16-jahrigen
Warmblut-Wallach neben Abgeschlagenheit auch neurologische Symptome wie Ataxie und
Muskelfaszikulationen an Nase und Lippen festgestellt (FOUCHE et al. 2021). Auch epileptiforme
Krampfe sind im Zuge einer FSMEV-Infektion beim Pferd beschrieben (WALDVOGEL 1981).

2.3.4 Diagnostik

Beim Menschen setzt sich die Diagnosefindung im Fall des Verdachts einer FSME-Erkrankung aus
mehreren Komponenten zusammen: der Aufenthalt in einem Risikogebiet, ein vorausgegangener
Zeckenstich, die klinische Symptomatik, sowie der IgM bzw. IgG-Antikérper-Nachweis. Ein
Titeranstieg von IgG-Antikdrpern ein bis drei Wochen nach initialer Bestimmung und
vorausgegangener Klinik legt das Vorliegen einer FSME nahe (KAISER 2016).

Neben dem Vorbericht, der klinischen Symptomatik und den serologischen Ergebnissen ist auch ein
direkter Erregernachweis aus Gewebe, Blut oder Liquor (mittels RT-PCR, Virusanzucht,
Immunfluoreszenz, oder -histologie) sowie der Nachweis intrathekal gebildeter Antikorper (erhdhter
Liquor/Serum Index) beweisend (ROBERT KOCH-INSTITUT 2019). Beim Pferd stellt sich das Vorgehen
im Vergleich zur WNV-Infektion prinzipiell ahnlich dar (CAVALLERI et al. 2022). Auch hier werden die
klinischen Befunde im Zusammenhang mit den serologischen Untersuchungsergebnissen
interpretiert. Es kommen auch hier IgM- bzw. IgG-Antikérpernachweise mit anschlieRender
Bestdtigung im Virusneutralisationstest und direkte Nachweisemethoden wie RT-PCR aus dem Liquor
zum Einsatz (CONZE et al. 2021, FOUCHE et al. 2021).

20



3 Publikation

Leonard M. R. Gothe, Stefanie Ganzenberg, Ute Ziegler, Anna Obiegala, Katharina L. Lohmann,

Michael Sieg, Thomas W. Vahlenkamp, Martin H. Groschup, Martin Pfeffer

Horses as Sentinels for the Circulation of Flaviviruses in Eastern-Central Germany

Viruses 2023, 15, 1108; https://doi.org/10.3390/v15051108

3.1 Stellungnahme zum Eigenanteil

Das vorliegende Projekt wurde von Martin Pfeffer und Katharina Lohmann im Jahr 2020 konzipiert.
Es wurde als Teilprojekt ,,Epidemiologie und Risikofaktoren fiir die West-Nil-Virusinfektion” (ERWIN)
des Verbundvorhabens ,Pravalenz von WNV-Infektionen bei Stechmiicken und Saugetieren in
endemisch-betroffenen landlichen und urbanen Gebieten in Deutschland - mogliche
Immunprophylaxen bei Pferden, (WISSDIP) des Forschungsnetzes Zoonosen zwischen dem Institut
fir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen und der Klinik fir Pferde 2021 begonnen. Die
Kontaktierung der Pferdebesitzer, die Beprobung der Pferde und die Durchfiihrung der cELISAs
erfolgte durch mich. Die Serumneutralisationstests wurden im Referenzlabor fiir WNV am FLI durch
Ute Ziegler durchgefiihrt. Die anschlieRende Auswertung der Daten erfolgte durch mich mit der
Unterstltzung von Anna Obiegala. Die der Publikation vorangegangene Literaturrecherche erfolgte
ebenfalls eigenstandig durch mich. Beim Erstellen des Manuskripts wurde ich von Anna Obiegala,
Martin Pfeffer, Katharina Lohmann und den anderen Koautoren unterstiitzt. Es wurden lediglich die

angegebenen Quellen verwendet.

21


https://doi.org/10.3390/v15051108

viruses

Article

Horses as Sentinels for the Circulation of Flaviviruses
in Eastern-Central Germany

Leonard M. R. Gothe !, Stefanie Ganzenberg 2 Ute Ziegler 300, Anna Obiegala 1 Katharina L. Lohmann 2,
Michael Sieg #, Thomas W. Vahlenkamp *, Martin H. Groschup 3%, Uwe Horiigel > and Martin Pfeffer 1:*

check for
updates

Citation: Gothe, LM.R,; Ganzenberg,
S.; Ziegler, U.; Obiegala, A.;
Lohmann, K.L,; Sieg, M.;
Vahlenkamp, T.W,; Groschup, M.-H;
Hortigel, U.; Peffer, M. Horses as
Sentinels for the Circulation of
Flaviviruses in Eastern-Central
Germany. Viruses 2023, 15, 1108.
https:/ /doi.ong/10.3390/v15051108

Academic Editor: Boris Pastorino

Received: 20 March 2023
Revised: 27 April 2023
Accepted: 28 April 2023
Published: 30 April 2023

Copyright: © 2023 by the authors,
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/ licenses /by /
4.0/).

Institute of Animal Hygiene and Veterinary Public Health, Faculty of Veterinary Medicine, Leipzig University,
04103 Leipzig, Germany; leonard_gothe@live.de (L.M.R.G.); anna.obiegala@vetmed.uni-leipzig.de (A.O.)
#  Department for Horses, Faculty of Veterinary Medicine, Leipzig University, 04103 Leipzig, Germany;
stefanie@ganzenberg.de (5.G.); katharina.lohmann@vetmed.uni-leipzig.de (K.L.L.)

Friedrich-Loeffler Institut (FLI), Federal Research Institute for Animal Health, Institute of Novel

and Emerging Infectious Diseases, 17493 Greifswald-Insel Riems, Germany; ute ziegler@fli.de (U.Z.);
martin.groschup@fli.de (M.H.G.)

Institute of Virology, Faculty of Veterinary Medicine, Leipzig University, 04103 Leipzig, Germany;
michael.sieg@mzla.de (M.S.); vahlenkamp@vetmed.uni-leipzig.de (T.W.V.)

Animal Diseases Fund Saxony, Horse Health Service, 01099 Dresden, Germany;
uwe.hoeruegel@tsk-sachsen.de

*  Correspondence: pfeffer@vetmed.uni-leipzig.de; Tel.: +49-341-97-38150

Abstract: Since 2018, autochthonous West Nile virus (WNV) infections have been regularly reported in
eastern—central Germany. While clinically apparent infections in humans and horses are not frequent,
seroprevalence studies in horses may allow the tracing of WNV and related flaviviruses transmission,
such as tick-borne encephalitis virus (TBEV) and Usutu virus (USUV), and consequently help to
estimate the risk of human infections. Hence, the aim of our study was to follow the seropositive ratio
against these three viruses in horses in Saxony, Saxony Anhalt, and Brandenburg and to describe
their geographic distribution for the year 2021. In early 2022, i.e., before the virus transmission
season, sera from 1232 unvaccinated horses were tested using a competitive pan-flavivirus ELISA
(cELISA). In order to estimate the true seropositive ratio of infection with WNV, TBEV, and USUV for
2021, positive and equivocal results were confirmed by a virus neutralization test (VNT). In addition,
possible risk factors for seropositivity using questionnaires were analyzed using logistic regression
based on questionnaires similar to our previous study from 2020. In total, 125 horse sera reacted
positive in the cELISA. Based on the VNT, 40 sera showed neutralizing antibodies against WNV,
69 against TBEV, and 5 against USUV. Three sera showed antibodies against more than one virus, and
eight were negative based on the VNT. The overall seropositive ratio was 3.3% (95% CI: 2.38-4.40) for
WNYV, 5.6% (95% CI: 4.44-7.04) for TBEV, and 0.4% (95% CI: 0.14-0.98) for USUV infections. While
age and number of horses on the holding were factors predicting TBEV seropositivity, no risk factors
were discovered for WNV seropositivity. We conclude that horses are useful sentinels to determine
the flavivirus circulation in eastern—central Germany, as long as they are not vaccinated against WNV.

Keywords: flaviviruses; West Nile virus; horses; seroprevalence; Germany; risk factors; tick-borne
encephalitis virus; Usutu virus; virus neutralization test; vector-borne zoonoses

1. Introduction

Zoonotic, vector-borne arboviruses from the Flaviviridae family, such as West Nile
virus (WNV), tick-borne encephalitis virus (TBEV), and Usutu virus (USUV), represent a
significant threat to animal and human health. All three are single-stranded RNA viruses
with positive polarity [1-4]. Together with eight other pathogenic flaviviruses, WNV and
USUV belong to the Japanese encephalitis serocomplex.

Since the first isolation from the blood of a febrile woman in the West Nile District
of Uganda in 1937 [5], WNV has been spread in many countries worldwide, causing
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minor and more extensive epidemics regularly [6]. Due to genetic variability, genome
sequences of the virus can be classified into nine different lineages [7,8]. Lineages 1 and
2 are the most important from a zoonotic point of view and are regularly isolated from
birds, humans, and horses during major WNV outbreaks. All lineages replicate in reservoir-
competent birds, which are the principal hosts. Birds from the order Passeriformes in
particular are considered highly competent amplification hosts with high levels of viremia
and massive shedding of virus particles through oral and cloacal fluids [9,10]. Mosquitoes
of the genus Culex play a significant role as vectors and maintain the infection cycle within
bird populations. By also acting as bridge vectors, they transmit WNV to dead-end hosts,
such as humans, horses, and other mammals [11-14]. Compared to birds, the duration and
amplitude of viremia in most vertebrate species is insufficient to infect mosquitoes [15].

While WNV lineage 1 is known for causing outbreaks worldwide, lineage 2 was
thought to cause WNV infections solely in Africa until 2004 [16,17]. Since 2004, beginning
with a Hungarian goshawk fledgling, lineage 2 has also been responsible for WNV out-
breaks in southern and eastern Europe [18], and lineage 2 strains have been isolated in
Austria (2008), Greece (2010), Romania (2010), and Spain (2017) [19-25]. The first confirmed
WNV isolation in Germany was reported in 2018 after the investigation of homogenized
organ material of several dead birds, and these virus isolates also belonged to lineage 2 [24].
Since 2018, WNV infections are endemic in mostly eastern—central Germany, with most
cases occurring in Saxony, Saxony Anhalt, and large parts of Brandenburg [26-28]. In this
area, WNV infections present a considerable threat to endemic horse populations [27].

Although most horses seroconvert without clinical signs, about 8% of infected naive
horses [29] develop encephalomyelitis, which is displayed by clinical signs including ataxia,
weakness, muscle fasciculations, cranial nerve deficits, and, in severe cases, paralysis and
recumbency [30,31]. Three licensed vaccines for horses are available on the European
market and provide reliable protection against severe clinical signs [32-35]. The seropreva-
lence of WNV infections in the German horse populations has already been investigated in
eastern—central Germany, revealing seroprevalence rates of 0% from 2010 to 2012, 8.6% in
2019, and 13.77% in 2020 [36,37] and 5.8% in 2020 [38].

After its first isolation in 1959 in Swaziland, it was long assumed that USUV was
restricted to the tropics and subtropics of Africa. However, since its first retrospective
appearance in central Europe in 1996 or earlier, the virus has been isolated in several
European countries [39-42]. Due to a very similar transmission cycle, USUV and WNV
overlap considerably in terms of their host and vector populations in Europe [43]. Like
WNV, USUV is transmitted by mosquitoes, and birds represent the natural reservoir. In
particular, blackbirds (Turdus merula), great-grey owls (Strix nebulosa), and house sparrows
(Passer domesticus) are considered highly susceptible [44,45]. Similar to WNV, Culex pipiens
is the most important vector for USUV transmission [46,47]. As with WNV, horses and
humans represent accidental hosts because they do not contribute to the transmission
cycle after infection [48,49]. While rare cases of human neuroinvasive disease after USUV
infection have been described, there are no reports of clinical illness in horses [50-52].

TBEV belongs to the tick-borne encephalitis serocomplex [53]. It can be divided into
five different genetic subtypes, and it is widely distributed throughout Europe and Asia. In
Germany, the European subtype (TBEV-EU) is predominant, and infections are reported
mostly from southern Germany [54]. In contrast to WNV and USUV, TBEV is mainly
transmitted by hard ticks, and small rodents are the main reservoir [55-57]. In Germany,
the life cycle of TBEV is maintained by the early developmental stages of castor bean tick
(Ixodes ricinus) which pick up the virus from reservoir hosts on so-called natural foci [58].
During the next blood meal as nymphs or adults, these ticks infect birds, larger mammals,
and humans [59].

Of these three zoonotic flaviviruses, TBEV is of the greatest public health importance
since over 10,000 human cases are reported each year in Eurasia [60]. Similar to WNV, a
minority of infected human patients suffer from a generalized febrile disease, which can
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progress to severe illness with mainly neurologic symptoms [61]. Infected horses are often
asymptomatic, but cases of febrile and neurologic illness have been described [62-64].

Unvaccinated horses are considered a good sentinel species in one-health WNV surveil-
lance systems in southern Europe [65,66], and such studies with horses as the sole early
warning system for human infection risk have been reported [67]. In addition to TBEV
detection in ticks and the number of reported human cases, serological testing of horses is
considered a good tool to assess the abundance of natural TBEV foci in a given area [62,68].
Another advantage of horses as a sentinel species for TBEV is the possibility to reveal
microfoci and to perform epidemiological mapping on a smaller geographical scale than
the district level [63].

In 2020, a first study investigated the WNV seroprevalence in nine counties in eastern—
central Germany and reported risk factors for infection [38]. Due to the continuous ge-
ographical spread of WNYV, this first follow-up study widens the scope by examining
additional counties where cases in birds and/or horses had been newly reported between
the autumn of 2020 and the spring of 2022, and by investigating possible seroconversion
by retesting WNV-seronegative horses described by Ganzenberg et al. (2022) [38]. We
further aimed to evaluate the abundance of TBEV and USUV infection in horses in these
counties. Finally, this study repeated and expanded the assessment of potential risk factors
for infection with WNV and TBEV on an individual and holding level in order to investigate
whether previous results were reproducible.

2. Materials and Methods
2.1. Study Area and Animals

The area of investigation was chosen based on the study area reported by Ganzenberg
etal. (2022) and was in concordance with officially confirmed cases of WNV infections in
horses from eastern—central Germany reported from 2018 to 2021 (Figure 1) [38]. Horses
enrolled in the study originated from six counties in Saxony-Anhalt, five counties in Saxony,
and four counties in Brandenburg (Figure 1). Compared to Ganzenberg et al. (2022) [38], the
study area was extended by adding the counties Salzlandkreis (SZK), Saalelandkreis (SLK),
and Jerichower Land (JL) in Saxony-Anhalt, and the counties Dahme-Spreewald (DS),
Potsdam-Mittelmark (PM), and Oberspreewald Lausitz (OSL) in Brandenburg (Figure 1).
Unfortunately, no holdings in Leipzig city could be included. The study was conducted
between January and March of 2022. Of the horses previously tested by Ganzenberg et al.
(2022) [38], 219 WNV-seronegative horses were again available for testing. The data of
17 WNV-seropositive horses reported previously [35] were included in an expanded risk
factor analyses for WNV-seropositivity. For an expanded risk factor analysis for TBEV-
seropositivity, data from 711 horses tested in 2020 [38] were also included.

2.2. Epidemiological Data

Horses were recruited by contacting holding managers from all registered holdings
with at least five registered equids in the study area. Owners who participated in the earlier
study, were approached directly. Due to the low response rate, only a small fraction of the
eligible holdings was enrolled in the study. To participate in the study, animals had to be
at least one year of age, unvaccinated against the WNV, and kept permanently in the area
throughout the year 2021. Since only owners who responded to the call were included, a
convenience sample was used in this study.

Information about the horses and the holding was obtained through a standardized
questionnaire (File S1, Supplementary Materials) by interviewing the holding manager or
the horse owner. In case of contradictory information about the holding, information given
by the holding manager was prioritized and applied to all horses living on that holding.
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Figure 1. Study area. Counties that were also included in 2020 [38] are shaded in red. Newly included
counties are shaded in blue. Saxony-Anhalt: Saalekreis (SLK), Salzlandkreis (SZK), Anhalt-Bitterfeld
(ABI), Wittenberg (WB), Dessau-Rosslau (DR), and Jerichower Land (JL). Saxony: Leipzig district (LD),
Northern Saxony (NS), Central Saxony (CS), Meissen (MS), and Dresden city (D). Brandenburg: Elbe-
Elster (EE), Oberspreewald-Lausitz (OSL), Dahme-Spreewald (DS), and Potsdam-Mittelmark (PM).

2.3. ELISA and VNT

After cleaning and disinfection of the skin, blood samples were collected from the
jugular vein of each horse using a sterile vacuum collection system (Vacuette®, Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen, Germany). Samples were stored at 4 “C overnight, and serum
was separated by centrifugation for 10 min, at 6000x g and 10 °C (Heraeus Megarfuge 8R,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Germany). Separated sera were stored at —20 °C until
further processing.

All serum samples were tested in duplicate using a commercial panflavivirus competi-
tive enzyme-linked immunosorbent assay (cELISA) (ID-Screen® West Nile Competition
Multi-species; IDvet Innovative Diagnostics; Grabels, France), according to the manufac-
turer’s instructions. This assay is designed to detect specific antibodies to the envelope
protein Pr-E of West Nile virus in the sera of horses and various avian species. To confirm
or differentiate results of the cELISA, samples with positive or equivocal results were
further examined by micro-virus neutralization tests (VNTs), as previously described [69].
In short, sera were incubated at 37 °C for 1 hour with 100 TCIDsy of a WNV-lineage 2 strain
(WNYV strain Germany, Gen-Bank accession no. MH924836) after heat inactivation. After
the incubation, the sera were added in duplicates to wells with monolayers of target cells.
Observable cytopathic effects were recorded one week after infection, and the neutralizing
titer (ND5() was defined as the reciprocal of the maximum dilution that inhibited cytopathic
effects in 50% of the wells. Neutralizing titers of 10 or higher were considered positive.
A similar procedure was applied for TBEV (Neudoerfl; GenBank accession no. U27495,
Bundeswehr Institute of Microbiology, Munich) and USUV (Europa 3, GenBank accession
no. HE599647) [38].

Sera neutralizing more than one virus were considered positive for the virus neutral-
ized at a fourfold higher dilution than all other viruses. If the difference in the dilution
was less than fourfold, the sample was considered undifferentiated. Samples that tested
positive by cELISA, but negative against all viruses by VNT were considered seronegative.
For horses that were included by Ganzenberg et al. (2022) [38] and retested in this study,
seroconversion was defined as a positive VNT result in a horse that previously tested
negative by VNT in 2020.
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2.4. Statistical Analysis

The seropositive ratio of each infection on the horse level was calculated as the number
of horses testing positive by VNT divided by the total number of tested horses. On
the holding level, a seropositive holding was defined as one housing with at least one
seropositive horse, and the seropositive ratio was calculated as the number of seropositive
holdings divided by the total number of holdings. Within one holding, the seropositive ratio
was calculated as the number of seropositive horses divided by the number of participating
horses from that holding. The vaccination density of a holding was calculated by the overall
horse number and the number of vaccinated horses on the holding.

Analysis of potential risk factors associated with WNV seropositivity was first per-
formed using the chi-squared test. For binomial variables, GraphPad Software (Graph Pad
Software InCr., San Diego, CA, USA) was used, while for all other variables, IBM SPSS
Statistics version 27.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used. Continuous variables (age,
vaccination density, and number of horses on the holding) were analyzed in Excel via f-test
(version 2108, Microsoft, Redmond, WA, USA).

To predict the log-likelihood of the outcome, seropositivity against WNV, as an additive
function of potential risk factors, a logistic regression model was performed (age, coat
color, sex, breed type, country of birth, primary use, primary training location, transport
with a distance of more than 20 km from the holding within the last year, clinical signs of
neurologic disease in the previous 2 years, clinical signs of febrile disease in the previous
two years, travel outside of Germany in the previous two years, location of the holding,
number of horses on the holding, type of housing, presence of outdoor shelter, presence of
stagnant water within 1 kilometer of the holding, WNV vaccination density on the holding,
estimated number of mosquitoes on the holding, use of fly sheets, and additional mosquito
control measures). The calculation of effect strength was performed as odds ratios (OR).
Results with p < 0.05 were considered significant. All variables concerning the logistic
regression can be found in the Supplementary Materials (Tables S2 and S3).

In a second analysis, 17 known WNV-positive horses from our previous study [35] that
still resided on holdings included in this study, but were not tested again, were included.

The analysis of potential risk factors associated with TBEV seropositivity used six
variables (age, number of horses on the holding, type of housing, county, presence of
outdoor shelter, and use of repellent) that were expected to influence the TBEV infection
risk. Another expanded model was created that included all horses tested for antibodies
against TBEV by Ganzenberg et al. [38] and in the current study. Horses that tested
seropositive in 2020 and /or seropositive in early 2022 were regarded as seropositive. For
twice-tested horses, the most recent information was used in the analyses. The measure
of association between significant variables was calculated using Cramer’s V or Pearson
correlation coefficient. All analyses of the logistic regression model and Cramer’s V were
performed using IBM SPSS Statistics version 27.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

2.5. Mapping

Maps were created using the open-source software QGIS (QGIS Geographic Infor-
mation System, Odense 3.20, Gary E. Sherman et al., Boston, MA, USA). The locations
of the holdings were based on Google-derived GPS coordinates (Google Maps, 2021,
maps.google.de, accessed on 13 March 2023).

2.6. Ethical Statement

The study was ethically approved by the ‘Landesamt fiir Arbeitsschutz, Verbraucher-
schutz und Gesundheit Brandenburg” (Nr. 2347-A-33-1-2020), the ‘Landesverwaltungsamt,
Referat Verbraucherschutz, Veterinarangelegenheiten Sachsen-Anhalt (Saxony-Anhalt)’
(AZ: 42502-3- 892KlinikPferd) and the ‘Landesdirektion Sachsen (Saxony)’ (Nr. A06/20).
Additionally, horse owners consented in writing before participating in the study.
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3. Results

Details concerning the selected horse population are presented in Tables 1 and 2. Of
the 1232 horses included in the study, 390 originated from Saxony-Anhalt, 344 from Saxony,
and 498 from Brandenburg. A total of 219 horses from 34 holdings that had previously
been tested by Ganzenberg et al. [38] and had been seronegative for WNV infection were
tested again.

Table 1. Overview of selected horse population and obtained serology results.

- o o . WNV- it TBEV- iti USUV-S itive

Federal Registered  Eligible Equids * Tested Equids © A Ly A E; 2 P

State County Equids * %y ot Ea Fauids & Equids ¢ Eduids ©

Saalekreis (SLK) 2507 1444 /2507 (58%) 132/1444 (9%) 11/132 (8%) 3/132 (29%) 0/132 (0%)
Salzlandkreis (SZK) 2347 1044/2347 (45%) 51/1044 (5%) 2/51 (4%) 0/51 (0%) 0/51 (0%)
e Jerichower Land (L) 2245 1262/2245 (56%) 93/1262 (7%) 1/93 (1%) 4/93 (4%) 1/93 (1%)
Anhalt Dessau-Rosslau (DR) 466 285/466 (61%) 18/285 (6%) 0/18 (0%) 3/18 (17%) 0/18 (0%)
Wittenberg (WB) 1762 857/1762 (49%) 38/857 (4%) 1/38 (3%) 2/38 (*) (5% 1°/38 (3%)
Anhalt- . . . . ;
Bitterfeld (ABI) 2380 1293/2380 (54%) 58/1293 (5%) 0/58 (0%) 1%/58 (2%) 0/58 (0%)
&;‘;‘;' (©5) 4495 1881/4495 (42%) 137/1881 (7%) 1/137 (1%) 8/137 (6") (6%) 0/137 (0%)
Northern Saxony (NS) 3233 1304/3233 (44%) 86/1304 (7%) 2/86 (2%) 5/86 (6%) 0/86 (0%)
Saxony Dresden City (D) 948 428/948 (45%) 49/428 (12%) 2/49 (4%) 1/49 (2%) 24749 (4%)
Meissen (MS) 2749 1189/2749 (43%) 46/1189 (4%) 2/46 (4%) 5/46 (1 %) (11%) 0746 (0%)
Leipzig " " . .
district (LD) 3435 1255/3435 (37%) 26/1255 (2%) 1/26 (4%) 0/26 (0%) 0/26 (0%)
Elbe-Elster (EE) 2349 1216/2349 (52%) 159/1216 (13%) 8/159 (5%) 12/159 (8 %) (8%) 1°/159 (1%)
%S")"“"SP“"""""’ 3478 2418/3478 (70%) 152/2418 (6%) 4/152 (3%) 22/152 (15%) 0/152 (0%)

B % Ob Id . . 2 .

Lausit (OSL) 1147 620/1147 (54%) 34/620 (6%) 3/34(9%) 1/34 (3%) 0/34 (0%)
&“i:gm'rk o 6226 2857/6226 (46%) 153/2857 (5%) 2/153 (19%) 2/153 (19) 0/153 (0%)

Total 39,767 19,353/39,767 (49%)  1232/19,353 (6%)  40/1232(3.3%) 69/1232(17%) (6%)  5/1232(4*) (0.4%)
¥ Total number of registered equids in respective counties; © Horses housed in holdings with five or more
equids were eligible for this study; © Eligible equids that were included in this study; ¥ Tested equids that were
seropositive for WNV; ¢ Tested equids that were seropositive for TBEV; ® Tested equids that were seropositive for
USUV; * Equids positive in previous testing by Ganzenberg et al. [38] in 2020 and again positive in this study.
Table 2. Overview of selected holdings and obtained serology results.

R . Holdings with >1 Holdll:gs with >1 Holdings with >1

Federal c Eligible Holdings ©  Tested Holdings ©  WNV-Seropositi TBEV- itive  USUV-

State ounty Holdings L ‘g-) (in %) Horse Horse Sen’?osiﬁve Horse

(in %) (in %) (in %)
Saalekreis (SLK) 660 106/660 (16%) 15/106 (14%) 5/15(33%) 2/15(13%) 0/15 (0%)
Salzlandkreis (SZK) 760 105/760 (13.8%) 9/105 (9%) 2/9(22%) 0/9 (0%) 0/9 (0%)
e Jerichower Land (IL) 575 112/575 (20%) 8/112(7%) 1/8 (13%) 1/8(13%) 1/8 (13%)
A:"\’;‘I:' Dessau-Rosslau (DS) 105 19/105 (18%) 1/19 (5%) 0/1(0%) 1/1(100%) 0/1 (0%)
Wittenberg (WB) 525 80/525 (15%) 4/80 (5%) 1/4 (25%) 14/4(25%) 1%/4(25%)
Bl (AB) 640 109/640 (17%) 6/109 (6%) 0/6(0%) 14/6(17%) 0/6(0%)
Central ¢ : " v £
Saxony (CS) 1662 208/1662 (13%) 14/208 (7%) 1/14 (7%) 5/14(3*) (36%) 0/14 (0%)
Northern Saxony (NS) 1236 120/1256 (10%) 7/120 (6%) 2/7 (29%) 2/7(29%) 0/7 (0%)
Saxony Dresden City (D) 375 42/375 (11%) 5/42 (12%) 1/5 (20%) 2/5 (40%) 17/5(20%)
Meissen (MS) 1053 105/1053 (10%) 4/105 (4%) 174 (25%) 1°/4(25%) 0/4(0%)
Leipzig i : X %
district (LD) 1326 132/1326 (10%) 3/132 (2%) 1/3(33%) 0/3(0%) 0/3 (0%)
Elbe-Elster (EE) 663 103/663 (16%) 13/108 (13%) 4/13 (31%) 3/13(27) (23%) 17/13 (8%)
Dahme-Spreewald (DS) 630 160/630 (25%) 12/160 (%) 3/12(25%) 4/12(33%) 0/12 (0%)
Brandenburg,  DoersPrecaatd- 300 47/300 (16%) 347 (6%) 1/3(33%) 1/3(33%) 0/30%)
'ﬁ;“"‘g“;"‘:}k M) 942 165/942 (18%) 10/165 (6%) 1/10 (10%) 1/10 (10%) 0/10 (0%)
Total 11,472 1613/11,472 (14%) 114/1613 (7%) 24/114 (21%) 25/114 (8 *) (22%) 5/114 (4 %) (4%)

¥ Total number of registered holdings in respective counties; © Holdings that housed five or more equids were
eligible for this study; © Eligible holdings that were included in this study; * Equids seropositive in previous
testing by Ganzenberg et al. [38] in 2020 and again seropositive in this study.
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Complete information concerning potential risk factors was obtained for 1211 horses
(Table S4). Most horses (n = 1029, 85.1%) were born in Germany. Of those not born in
Germany, 51.1% (n = 94) originated from countries with reported WNV cases in the last
10 years. The vaccination density in the study population was 19%. Detailed informa-
tion about the population characteristics is presented in the Supplementary Materials
(Tables S1-83).

Holdings within the studied area were located between 11°37’ E-13°95' E and
50°72' N-52°5’ N and at an altitude between —7 m and 643 m above sea level.

3.1. ELISA and VNT

Of the 1232 horses enrolled in the study, 125 (10.2%) showed flavivirus-specific anti-
bodies based on the cELISA (Table S5). Of those, 40 horses tested positive for neutralizing
antibodies against WNV by VNT, with virus-neutralizing titer 50 (ND5g) ranging from 20 to
1280 (Table 1) and leading to an overall seropositive ratio of 3.3% (95% CI: 2.38-4.40). In
total, 5 of the 40 WNV-seropositive horses were born outside of Germany and originated
from Spain, Hungary, the Czech Republic, Iceland, and Austria. Additionally, 2 WNV-
seropositive horses (5%, 95% CI: 0.50-17.39) had shown signs of febrile illness, but no
neurological signs in the 2 years prior to sampling. In one horse that tested WNV-negative
in 2020, neutralizing antibodies against WNV were detected in 2022 (Figure 2).

Brandenburg

Saxony-
Anhalt

Thuringia

50km

Figure 2. Distribution of WNV-seropositive holdings in 2021. Holdings housing at least one WNV-
seropositive horse are marked with yellow triangles. Holdings without WNV-seropositive horses are
marked with smaller grey dots. The holding with a single WNV-seroconverted horse are marked
with a larger orange triangle. Saxony-Anhalt: Saalekreis (SLK), Salzlandkreis (SZK), Anhalt-Bitterfeld
(ABI), Wittenberg (WB), Dessau-Rosslau (DR), and Jerichower Land (JL). Saxony: Leipzig district (LD),
Northern Saxony (NS), Central Saxony (CS), Meissen (MS), and Dresden city (D). Brandenburg: Elbe-
Elster (EE), Oberspreewald-Lausitz (OSL), Dahme-Spreewald (DS), and Potsdam-Mittelmark (PM).

Seventeen horses that were seropositive for WNV infection in 2020 were still present on
their respective holdings in 2022, but were not tested again. Assuming that they remained
seropositive, the seropositive ratio increased to 4.6% (57/1232) (95% CI: 3.53-5.88) when
these horses were included.
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Overall, 69 horses were seropositive for TBEV infection, with VNT5; titers ranging
from 30 to 1920. Of these, 17 horses had already tested seropositive in 2020 [38], and 4 horses
seroconverted between 2020 and 2022 (Figure 3). The overall seropositive ratio for TBEV
infection, including all horses testing positive by VNT in 2022, was 5.6% (95% CI: 4.44-7.04).

Saxony- Brandenburg

Thuringia

Figure 3. Distribution of TBEV-seropositive holdings in 2021. Holdings housing at least one confirmed
TBEV-seropositive horse from 2020 are marked with light-purple squares. Holdings with newly TBEV-
seropositive horses from 2021 are marked with dark-purple squares. Holdings without TBEV-positive
horses are marked with smaller grey dots. Holdings in which seroconversion occurred in 2021 are
marked with bigger red squares. All holdings with horses from more than one category are marked
with mixed colors. Saxony-Anhalt: Saalekreis (SLK), Salzlandkreis (SZK), Anhalt-Bitterfeld (ABI),
Wittenberg (WB), Dessau-Rosslau (DR), and Jerichower Land (JL). Saxony: Leipzig district (LD),
Northern Saxony (NS), Central Saxony (CS), Meissen (MS), and Dresden city (D). Brandenburg: Elbe-
Elster (EE), Oberspreewald-Lausitz (OSL), Dahme-Spreewald (DS), and Potsdam-Mittelmark (PM).

A total of 5 horses (0.4%; (95% CI: 0.14-0.98) tested positive by VNT for antibodies
against USUV, and the NDs; titers ranged from 20 to 80. Four of the five horses had
previously tested seropositive for USUV infection in 2020 [38], and no seroconversion was
observed (Figure 4).

Undifferentiable VNT results were observed in three cases. One horse showed anti-
bodies against WNV and USUV, and two horses against WNV and TBEV. Eight sera that
initially tested positive by cELISA showed no neutralizing antibodies in the VNT and were
considered seronegative.

The highest seropositive ratio within a single holding was 50% (95% CI: 23.66-76.34)
for antibodies against WNV (5/10), 82% (95% CI: 51.14-96.01) for antibodies against TBEV
(9/11), and 20% (95% CI: 45.90-52.06) for antibodies against USUV (2/10). In 24% (95% CI:
14.52-29.48) of the holdings tested, at least 1 horse with neutralizing antibodies against
WNYV was detected. Additionally, 22% (95% CI: 15.26-30.42) of the holdings housed at
least 1 horse with neutralizing antibodies against TBEV, and 4% (95% CI: 01.63-10.12) of
holdings housed at least 1 horse seropositive for USUV infection (Table 2).
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Saxony- Brandenburg

Anhalt

Thuringia

Figure 4. Distribution of USUV-seropositive holdings in 2021. Holdings housing at least one con-
firmed USUV-seropositive horse from 2020 are marked with light-blue squares. The holding with
one newly USUV-seropositive horse from 2021 is marked with a dark-blue square. Holdings without
USUV-positive horses are marked with smaller grey dots. Seroconversion to USUV in 2021 was not
observed. Saxony Anhalt: Saalekreis (SLK), Salzlandkreis (5ZK), Anhalt-Bitterfeld (ABI), Wittenberg
(WB), Dessau-Rosslau (DR), and Jerichower Land (JL). Saxony: Leipzig district (LD), Northern Sax-
ony (NS), Central Saxony (CS), Meissen (MS), and Dresden city (D). Brandenburg: Elbe-Elster (EE),
Oberspreewald-Lausitz (OSL), Dahme-Spreewald (DS), and Potsdam-Mittelmark (PM).

3.2. Risk Factor Analysis

No variables with a significant association with WNV seropositivity were found in the
univariate analysis. An overview of all variables tested is presented as supplemental data
(Tables S6 and S7). The logistic regression model for the outcome of WNV seropositivity
was not significant (X? = 6.107; df = 8; p = 0.635), resulting in a level of the explainable
variance of Nagelkerke’s R? of 0.191.

Of the 22 explanatory variables analyzed in the logistic regression model, none were
significant predictors of WNV seropositivity. Complete results are available in Table S7 in
the Supplementary Materials.

Six potential risk factors for TBEV seropositivity were entered into the logistic re-
gression analysis (Table S9, Supplementary Materials). The model for the outcome of
TBEV seropositivity was nearly significant (X% = 14.696; df = §; p = 0.065), resulting in a
level of the explainable variance of Nagelkerke’s R? of 0.037. Of the 6 variables, higher
age (OR = 1.034; p = 0.032) increased the likelihood, and higher numbers of horses on the
holding (OR = 0.991; p = 0.031) reduced the likelihood of TBEV-seropositivity. A weak
negative correlation between the 2 variables was detected (Cramer-V = 0.203, p < 0.001).
Younger horses were more likely to be housed on larger holdings. Complete results are
available in Table S9 in the Supplementary Materials.

The results of the expanded logistic regression models for WNV and TBEV are pre-
sented in the Supplementary Materials (Tables S8 and S10). The results of the expanded
model for WNV showed a reduced likelihood of being seropositive in horses housed
permanently outdoors (OR = —1.524; p = 0.022) and those with reported repellent use
(OR = —3.339; p = 0.012).
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4. Discussion

Overall, the seropositive ratio of WNV infection of 3.3% (95% CI: 2.38-4.40) on the
horse level and 21% (95% CI: 14.52-29.48) on the holding level is similar to the findings
of Ganzenberg et al. [38], where a seroprevalence of 5.8% on the horse level and 21% on
the holding level was reported. Since 17 known WNV-positive horses were excluded from
sampling, the seropositive ratio determined in this study may be underestimated. On the
other hand, an ecological situation more conducive to WNV transmission on twice-tested
holdings may have led to an overestimation of the seropositive ratio. Assuming that these
17 horses were still positive during the sampling period, the corrected seropositive ratio
would be 4.6% (95% CI: 3.53-5.88) on the horse level and 25% (95% CI: 18.30-34.18) on the
holding level.

A recent study on hospitalized horses in Germany reported a seroprevalence of WNV
infection of 8.2% (in 2020) and 13.8% (in 2021) [36]. The seroprevalence determined in
this study is considerably lower, possibly due to the different study designs, namely, the
exclusive investigation of hospitalized horses in the former study [36].

The presented findings are comparable to previous reports from Austria (5.3%) [70],
Croatia (3.4%) [71], Greece (4.0%) [72], and northern Spain (5.0%) [73]. Higher seropreva-
lences ranging from 7.1% to 22.2% were reported in Kosovo, Ukraine, Poland, Corsica,
Serbia, and Albania [74-82]. Low seroprevalences were reported in Croatia (0.4%) and
Poland (0.3%), while no WNV infections were evident in England [83-85]. Since WNV
has been endemic in southeastern Europe for many years, it is no surprise that a longer
period of virus circulation results in higher seroprevalences in these areas. Former studies
from Poland and Croatia reporting lower seroprevalences in the past have been updated
through recent studies, with higher prevalences showing the ongoing spread of WNV in
the equine population in these countries. A similar effect might be expected for Germany,
as well. The missing of any confirmed positive results from England is a strong indicator
that WNV is not yet present in Great Britain. Since, in the present study, a convenience
sample was taken, and former WNV-seropositive equids were excluded from the study
population, the comparison of the presented data with other studies is difficult.

The lack of reported neurologic signs is in line with the results of previous studies [29,86,87].
Since none of the horses showed acute clinical signs, and because of the season with a low
vector abundance, in which the serum samples were collected, the probability of detecting
WNV IgM antibodies or specific WNV viral RNA in the blood was considered very low,
and testing was not pursued. To the authors’ knowledge, no acute WNV infections have
been reported during the winter season in horses in Germany.

Similar to Ganzenberg et al. [38], eight sera tested positive in the cELISA, but were
not confirmed in the neutralization test. Possible explanations include the presence of
cross-reacting antibodies against other flaviviruses, for which no neutralization test was
performed, such as Japanese encephalitis virus (JEV), Louping ill virus (LIV), or another
unrecognized flavivirus; however, JEV and LIV have not yet been proven for Germany [88].
The possibility of early-stage infections without the presence of neutralizing antibodies
against WNV, as discussed in Ganzenberg et al. (2022), is considered unlikely in this
study, as horses were sampled with more temporal distance to the previous WNV sea-
son (January-March vs. September-November). Infections during the season in which
sampling took place were considered unlikely due to low temperatures, resulting in a low
vector abundance [89].

Since no risk factors for WNV seropositivity were found in the logistic regression,
an expanded regression model, including 17 known seropositive horses from the 2020
study, was performed [38]. It revealed a reduced risk for horses permanently kept outdoors
and for horses on which a repellent was used (Table S8, Supplementary Materials). The
preventive factor of permanent outdoor housing is in contradiction to the previous findings
of our group, and a plausible explanation is lacking. The use of a repellent as a protective
factor against WNV seropositivity is plausible due to the mosquito bite-preventing effect of
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these products. Since the significance of both models is low, further investigation is needed
to confirm these risk factors.

Our findings showed a seropositive ratio of TBEV infection of 5.6%. Comparable
seroprevalence rates were found in Spain (3.1%) and Hesse, Germany (2.9%) [90,91],
while higher prevalences were found in Austria (26.1%), Lithuania (37.5%), and Baden-
Wurttemberg, Germany (23.4%) [63,92,93]. The seropositive ratio reported here was higher
than in the previous study examining the studied area (3.7%) [38]. A possible explanation
for this increase in the seroprevalence of TBEV is the inclusion of the county Dahme-
Spreewald, which showed the highest seropositive ratio rate of 15% (95% CI: 9.69-21.01).
Since holdings with already known high TBEV-seropositive ratios were included, the
seropositive ratio of TBEV is likely overestimated.

Age and the number of horses on the holding were risk factors for infection with TBEV
(Table S9, Supplementary Materials). Horses with an increased age had a higher risk of
being seropositive. These results are in contrast to the findings of a previous study [92],
in which a higher proportion of younger horses (mean age 5.9 years) had antibodies
against TBEV in a single herd. However, other studies did not find significant associations
between age and seropositivity [63]. Our findings agree with previous findings in cattle
from Hungary, in which individuals younger than 36 months had a significantly lower
seroprevalence rate for infection with TBEV [94]. Due to the observation that all previously
TBEV-positive horses still showed TBEV-neutralizing antibodies up to 19 months after the
initial testing, a cumulative increase in the rate of seropositivity for TBEV infection with
age in the horse population appears likely [38,62].

Another predictor for TBEV seropositivity in this study was the “number of horses
on the holding”. Horses on holdings with a higher number of animals were less likely
to be seropositive. A possible explanation is the zooprophylaxis theory, in which the
presence of cattle in rural malaria areas protects humans from the infection by diverting
blood-seeking mosquitoes from human hosts [95]. In accordance with these findings, larger
herd sizes could reduce the risk of infection with TBEV by decreasing the likelihood of
an infectious tick bite for the individual. Similar effects are discussed in the relationship
between black-legged ticks (Ixodes scapularis) and white-tailed deer, the latter serving as
a possible incompetent dilution host for Lyme disease in North America [96]. Another
explanation for the significance of this variable may be the weak correlation with the
variable age. This negative correlation is most likely present due to the inclusion of several
breeding holdings that are characterized as holdings with high numbers of horses and a
high percentage of young horses. These risk factors were not significant in the expanded
regression model, which included all previously tested horses from Ganzenberg et al. [38]
(Table 510, Supplementary Materials).

Due to the observation that grazing animals are considered a good sentinel for the
presence of TBEV in a certain area, one would expect a link between human TBEV cases and
the equine seropositive ratio [93,97]. In this study, however, an above-average seropositive
ratio of TBEV was detected in counties such as Dahme-Spreewald (15%; 95% CI: 9.69-21.01),
which is not registered as an official risk area [98]. On the other hand, some official risk area
counties, such as Oberspreewald-Lausitz (3%; 95% CI: 0.01-16.22), showed a below-average
seropositive ratio, while others, such as Dessau-Rosslau (17%; 95% CI: 5.01-40.05), showed
a high seropositive ratio. These results indicate that TBEV infections in horses happen
regularly in the studied area, even if the specific counties still are not recognized as official
TBEV risk areas due to the low incidence of human TBEV disease. The fact that three
out of four seroconversions occurred in the counties of (1) Elbe-Elster and (2) Northern
Saxony supports the theory of active infection cycles in these counties. Therefore, TBEV-
seropositive horses could be an additional tool to assess the risk of human TBEV, besides
the sole evaluation based on the number of human cases.

Since its first emergence in central Europe in 1996, Usutu virus has been isolated in
many European countries, including Germany [40,41]. Although WNV and USUV share
many virological aspects in this study, we confirmed previously detected antibodies against
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USUV in four retested horses and detected one new USUV-seropositive horse, as well as
one horse with a potential co-infection of USUV and WNV. Since these horses did not travel
abroad and were born in Germany, we conclude that these infections were also acquired
autochthonously in the study area. Because holdings with already known USUV-positive
equids were included, the seropositive ratio of USUV is likely overestimated.

5. Conclusions

This study showed further evidence for the presence of WNV infection in the eastern—
central German horse population. The seroconversion in horses for WNV and TBEV
demonstrates that these viruses circulate in the study area and were transmitted to horses
also in 2021. Nevertheless, horses were WNV sentinels in areas without previous clinical
cases in horses and humans. Risk factors predicting seropositivity for TBEV in horses were
increasing age and decreasing number of horses on the holding. As searching for TBEV
in ticks has been shown to not be constructive, serology in horses is a very useful sentinel
tool to detect virus circulation in a given area to detect natural foci. This paper confirmed
the presence of equine USUV infections in eastern—central Germany. Finally, this work
provided evidence for the presence of neutralizing antibodies against TBEV and USUV in
horse sera for at least 15 months in eastern—central Germany.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article /10.3390 /v15051108/s1, Table S1: Holdings included in the study and
results of serological testing (n = 1232); Table S2: Descriptive statistics for equids included in the
study, and answers from questionnaire about potential risk factors for WNV-seropositivity (n = 1211);
Table S3: Descriptive statistics for horses included in the study, and answers from questionnaire about
potential risk factors for TBEV seropositivity (n = 1211); Table S4: Comparison between the datasets
of the present study and Ganzenberg et al. (2022); Table S5: Outcome of the virus neutralization
tests (VNT) for 117 horses testing positive or equivocal by competitive ELISA (cELISA); Table S6:
univariate analyses (chi-square, t-test) of potential risk factors for WNV seropositivity in 1211 horses;
Table S7: Logistic regression model (complete data) for the relation of potential risk factors with WNV
seropositivity in 1211 horses; Table S8: Logistic regression model (complete data) for the relation of
potential risk factors with WNV seropositivity in 1228 horses (17 previously positive horses from
2020 included); Table S9: Logistic regression model (complete data) for the relation of risk factors
with TBEV seropositivity in 1211 horses; Table S10: Logistic regression model (complete data) for the
relation of risk factors with TBEV seropositivity in 1935 horses (complete dataset of all tested horses
in 2020 and 2022); File S1: standardized questionnaire for epidemiological data collection.
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3.2 Erginzende Daten der Publikation

Tabelle 2: Auflistung der beprobten Betriebe

V.VNV_ Beprobte WNV pos. TBEV pos. USUV pos.
Pferde geimpfte
LK ID /Betrieb Plerde/ Plerde/ Plerde/ Plerde/ Prerdef
) Betrieb Betrieb Betrieb Betrieb Betrieb
n (%) n (%) n(%) n(%) n(%)

ABI 42 21 0 21 (100,0) 0 0 0
43 10 0 8(80,0) 0 0 0
44 25 15 (60) 10 (40,0) 0 1(10,0) 0
49 6 0 5(83,3) 0 0 0
59 80 56 (70) 9(11,3) 0 0 0
60 20 2(10) 5(25,0) 0 0 0
Gesamt 6 162 73 58 0 1 0
DR 50 19 1(5,3) 18 (94,7) 0 3(16,7) 0
Gesamt 1 19 1 18 0 3 0
Ju 20 18 0 15(83,3) 1(5,5) 0 0
21 15 4 (26,6) 6 (40,0) 0 0 0
22 6 3(50,0) 3(50,0) 0 0 0
23 50 0 45 (90,0) 0 4 (8,0) 0
24 8 0 6 (75,0) 0 0 0
26 7 1(14,3) 3(42,9) 0 0 0

27 11 0 11 (100,0) 0 0 1(9,1)
28 5 0 4 (80,0) 0 0 0
Gesamt 8 120 8 93 1 4 1
SZK 13 7 2(28,6) 3(42,9) 0 0 0
14 2 0 2(10,00) 0 0] 0
15 24 2(8,3) 10 (42,7) 0 0 0
16 14 7 (50,0) 7 (50,0) 1(7,1) 0 0
17 4 0 4 (100,0) 0 0 0
18 7 0 7 (100,0) 0 0 0
19 5 0 4 (80,0) 0 0 0
25 6 1(16,6) 5(8,33) 0 0 0
51 25 4 (16,0) 9(36,0) 1(4,0) 0 0
Gesamt 9 A 16 51 2 0 0
SLK 1 75 30 (40,0) 23 (3,6) 2(2,6) 0 0
2 30 12 (40,0) 10 (33,3) 5(16,6) 0 0
3 20 3(15,0) 5(25,0) 0 0 0
4 5 0 4 (80,0) 0 0 0
5 7 3(43,3) 3(43,3) 0 2 (66,6) 0
7 5 0 4 (80,0) 0 0 0
8 25 8(32,0) 12 (48,0) 0 1(8,3) 0
9 49 15 (30,6) 30 (61,2) 24,1) 0] 0
10 5 0 5(100,0) 1(20) 0 0
11 24 3(12,5) 5(20,8) 0 0 0
12 6 1(16,6) 5(83,3) 0 0 0
28 12 0 11(91,7) 0 0] 0
29 6 0 6 (100,0) 0 0 0
30 2 0 2(100,0) 1(50,0) 0 0
31 27 19 (70,4) 7 0 0 0
Gesamt 15 298 A4 132 11 3 0
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WB 34 7 0 4(57,1) 0 0 0
35 34 10 (29.4) 18 (52,9) 1(29) 2(59) 0
36 8 0 3(37,5) 0 0 1(12,5)
37 32 0 13 (40,6) 0 0 0
Gesamt 4 81 10 38 1 2 1
LD 69 13 0 11 (84,6) 0 0 0
<) 7 0 7 (100,0) 1(14,3) 0 0
102 8 0 8(100,0) 0 0 0
Gesamt 3 28 0 26 1 0 0
NS 45 14 0 12 (85,7) 0 1(7.1) 0
46 22 24 (51,1) 15(31,9) 0 4(85) 0
a7 40 40 (75,0) 11 (27,5) 0 0 0
48 37 7 (19,4) 26 (70,3) 127) 0 0
61 6 1(16,7) 5(83,3) 1(16,7) 0 0
62 17 8(47,1) 7(412) 0 0 0
88 1 0 10 (90,9) 0 0 0
Gesamt 7 147 80 86 2 5 0
cs 63 22 0 20(90,9) 0 1(4,5) 0
64 30 0 5(100,0) 0 (80,0) 0
65 5 0 5(100,0) 0 0 0
66 17 1(5,9) 13 (76,5) 0 0 0
67 55 24 (43,6) 30 (54,5) 0 1(1,8) 0
68 5 0 5(100,0) 0 0 0
79 20 19,1) 9(81,8) 0 19,1) 0
80 20 5 (25,0) 3(15,0) 0 0 0
81 4 0 4(100,0) 0 0 0
82 4 0 4(100,0) 0 0 0
83 30 0 9(30,0) 1(33) 0 0
103 45 2(4,4) 21(46,7) 0 0 0
104 4 0 4(100,0) 0 0 0
Gesamt 14 361 33 137 1 8 0
mMS 89 21 0 13 (61,9) 0 4(19,1) 0
101 7 0 6(85,7) 0 0 0
113 33 3(17,6 11 (64,7) 0 0 0
114 20 0 16 (80,0) 2(10,0) 1(5,0) 0
Gesamt 4 81 3 46 2 5 0
D 75 20 6 (30,0) 11 (55,0) 0 0 0
76 1 0 10 (90,9) 0 1(9,1) 2(182)
77 1 0 7 (100,0) 0 0 0
78 9 0 5(100,0) 0 0 0
100 18 0 16 (88,9) 2(11.2) 0 0
Gesamt 5 69 6 49 2 1 2
EE 33 30 2(67) 21(70,0) 0 10 (47,6) 0
38 80 0 42 (52,5) 3(3,75) 0 0
39 6 0 5(83,3) 0 1(16,6) 0
40 5 0 5(100,0) 0 0 1(20,0)
41 17 0 13 (76,5) 0 1(5,9) 0
52 4 0 4(100,0) 0 0 0
53 7 0 7 (100,0) 0 0 0
54 1 0 1(100,0) 0 0 0
55 6 0 6(100.0) 0 0 0
56 24 14,2) 21(87,5) 2(8,3) 0 0
57 10 0 4(40,0) 0 0 0
58 10 4(80,0) 4(40,0) 2(20.0) 0 0
93 30 3(10,0) 26 (86,7) 1(33) 0 0
Gesamt 13 230 10 159 8 12 1
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OSL 71 60 12 (20,0) 32(53,3) 3(5,0) 1(1,7) 0

73 2 0 1(50,0) 0 0 0

74 1 0 1(100,0) 0 0 0

Gesamt 3 63 12 34 3 1 0

DS 70 95 15(15,8) 49 (51,6) 2(2,1) 0 0

72 15 0 11(73,3) 1(6.,7) 2(13,3) 0

91 19 6(31,6) 9(474) 0 0 0

92 7 0 7 (100,0) 0 0 0

94 6 0 6 (100,0) 0 2(33,3) 0

95 7 0 5(71,4) 0 0 0

96 27 11 (40,7) 15 (55,6) 0 0 0

97 13 0 12(92,3) 0 9(69,2) 0

98 9 7(77,7) 2(222) 0 0 0

99 11 0 11 (100,0) 0 0 0

106 17 6(35,3) 5(294) 1(5,9) 0 0

110 23 14,3) 20 (86,9) 0 9(39,1) 0

Gesamt 12 249 46 152 4 22 0

PM 84 8 0 8(100,0) 0 0 0

85 15 0 10(100,0) 0 0 0

86 20 10 (50,0) 9(45,0) 0 0 0

87 6 0 5(83,3) 0 0 0

107 12 0 6 (50,0) 0 0 0

108 14 0 14 (100,0) 0 0 0

109 6 0 5(83,3) 0 0 0

111 55 15(27,3) 9(16,4) 0 0 0

112 4 0 4 (100,0) 0 0 0

115 180 0 83 (46,1) 2(1,1) 2(1,1) 0

Gesamt 10 320 25 153 2 2 0

Gesamtes
Studien- 114 2322 417 1232 40 69

gebiet

LK Landkreis; ID: Identifikation der Betriebe; WNV: West-Nil Virus; FSVMIEV: Friihsommer-Meningoenzephalitis-Virus;
USUV: Usutu-Virus;

ABI: Anhalt-Bitterfeld; WB: Wittenberg; J_: Jerichower Land; K Saldandkreis; 9 Saalekreis;

D: Dessau-Rosslau; EE Bbe-Bster; O3 Oberspreewald-Lausitz; DS Dahme-Soreewald; PM: Potsdam-Mittelmark;
NS Nordsachsen; CS Mittelsachsen,

LD: Leipzig-Land, MS Meif3en; D: Dresden
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Tabelle 3: Deskriptive Statistik WNV

beprobt (n=1211) PV;/e '\r';/epg]sfz’; HV:Z\; ?r?fﬁ';’f)
Variable Kategorie
Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent
(n) (%) (n) (%) (W) (%)
Pferde-Ebene
Fellfarbe Dunkel 635 52,4 25 62,5 610 52,1
Fuchs 203 16,8 6 15,0 197 16,8
Hell 138 114 0 0,0 138 11,8
Sehr hell/ weill 117 97 6 15,0 111 95
mehrfarbig 118 97 3 75 115 9.8
Geschlecht Weiblich 673 55,6 18 45,0 655 55,9
Mannlich 538 444 22 55,0 516 441
Rassetyp Warmblut 607 50,1 19 47,5 588 50,2
Kaltblut 69 57 6 15,0 63 54
Vollblut 80 6,6 0 0,0 80 6,8
Pony 448 37,0 15 375 433 37,0
Esel/Muli 7 0,6 0 0,0 7 0,6
Alter (in Jahren) 1 10 0.8 0 0,0 10 09
2 57 4.7 1 25 56 4.8
3 72 59 0 0,0 72 6,1
4 64 53 2 5,0 62 53
5 54 45 3 75 51 44
6 63 52 2 5,0 61 52
7 60 5,0 4 10,0 56 4.8
8 63 52 3 75 60 51
9 36 30 1 25 35 3,0
10 51 4.2 3 75 48 41
11 57 47 3 75 54 46
12 52 43 2 5,0 50 43
13 44 3,6 2 5,0 42 3,6
14 46 338 2 5,0 44 38
15 39 32 1 25 38 32
16 49 4,0 1 25 48 41
17 39 32 1 25 38 32
18 43 3,6 3 75 40 34
19 35 29 1 25 34 29
20 47 39 1 25 46 39
21 29 24 1 25 28 24
22 32 26 0 0,0 32 27
23 23 19 0 0,0 23 2,0
24 29 24 0 0,0 29 25
25 18 15 0 0,0 18 15
26 15 1,2 1 25 14 1,2
27 17 14 0 0,0 17 1,5
28 20 1,7 0 0,0 20 1,7
29 17 14 1 25 16 14
30 9 07 0 0,0 9 0.8
31 11 09 0 0,0 11 09
32 8 07 0 0,0 8 0,7
33 2 02 0 0,0 2 0,2
Geburtsland Deutschland 1029 85,0 33 825 996 85,1
WNV-Endemie-Gebiete 94 78 5 12,5 89 7,6
a
WNV-freies-Gebiet ° 88 73 2 5,0 86 73
Nutzung Freizeit 436 36,0 11 275 425 36,3
Sport 468 38,6 23 575 445 38,0
Zucht 212 175 4 10,0 208 17,8
Beistellpferd 95 78 2 5,0 93 79
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Nutzungsort Ausschliefllich 23 19 0 0,0 23 2,0
Halle/ Ratz
Vorwiegend Halle/ Flatz 430 355 21 525 409 349
Vorwiegend im Gelande 472 39,0 13 325 459 39,2
Ausschliefllich im 103 8,5 1 25 102 87
Celande
Kein Training 183 15,1 5 12,5 178 15,2
Transport® Nein 798 65,9 25 62,5 773 66,0
J 413 34,1 15 375 398 34,0
Auslandsaufenthalt ¢ |Nein 1143 944 39 97,5 1104 94,3
Ja 68 5,6 1 25 67 57
Grippeédhnliche Nein 1165 96,2 37 92,5 1128 96,3
S/mptome ° B 46 38 3 75 43 37
Neurologische Nein 1188 98,1 40 100,0 1148 98,0
S/mptome ° & 23 19 0 0,0 23 20
Betriebs-Ebene
LK Anhalt-Bitterfeld 58 48 0 0,0 58 49
Wittenberg 38 31 1 25 37 3,2
Saalekreis 132 10,9 11 275 121 10,3
SAzandkreis 49 4,0 2 5,0 47 4,0
Jerichower Land 84 69 1 25 83 71
Dessau-Rosslau 18 1,5 0 0,0 18 15
Nordsachsen 86 71 2 50 84 72
Mittelsachsen 131 10,8 1 25 130 11,1
Leipzig Land 26 21 1 25 25 21
MeiRen 46 38 2 5,0 44 38
Dresden 49 4,0 2 5,0 47 4,0
Bbe-Bster 159 131 8 20,0 151 129
Oberspreewald-Leipzig 34 28 3 75 31 26
Potsdamm-Mittelmark 151 12,5 2 5,0 149 12,7
Dahme-Jreewald 150 124 4 10,0 146 12,5
LK-kategorisiert Kontroll-LK 219 18,1 2 5,0 217 18,5
Fall-LK 1002 82,7 38 95,0 964 82,3
Anzahl Pferde im 1 2 0,2 0 0,0 2 0,2
Betrieb 2 7 0,6 1 25 6 05
3 3 02 0 0,0 3 03
4 16 1,3 0 0,0 16 14
5 51 42 1 25 50 43
6 56 46 1 25 55 47
7 52 43 1 25 51 44
8 39 32 1 25 38 32
9 2 0,2 0 0,0 2 0,2
10 26 21 2 50 24 2,0
11 42 35 0 0,0 42 3,6
12 17 14 0 0,0 17 15
13 22 18 0 0,0 22 1,9
14 32 2,6 1 25 31 2,6
15 6 05 0 0,0 6 05
17 48 4,0 1 25 47 4,0
18 34 28 3 75 31 2,6
19 39 32 0 0,0 39 33
20 49 4,0 2 5,0 47 4,0
21 34 28 0 0,0 34 29
22 20 1,7 0 0,0 20 1,7
23 17 14 0 0,0 17 1,5
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Anzahl Pferde im 24 36 30 2 50 34 29
Betrieb 25 31 2,6 1 25 30 2,6
27 23 1,9 0 0,0 23 2,0
30 67 55 7 17,5 60 51
32 13 1,1 0 0,0 13 11
34 18 15 1 25 17 1,5
37 26 21 1 25 25 21
40 1 0,9 0 0,0 1 09
45 20 1,7 0 0,0 20 1,7
47 15 1,2 0 0,0 15 1,3
49 18 15 2 50 16 14
50 45 37 0 0,0 45 38
55 40 33 0 0,0 40 34
60 32 2,6 3 75 29 25
75 23 1,9 2 50 21 1,8
80 51 42 3 75 48 41
95 47 39 2 50 45 38
180 81 6,7 2 50 79 6,7
Haltungsform Sall ohne Auslauf 8 0,7 0 0,0 8 0,7
Sall mit Auslauf 246 20,3 4 10,0 242 20,6
<12h/Tag
Sall mit Auslauf 140 11,6 2 50 138 11,8
>12h/Tag
Dauerhafter Auslauf 817 67,5 34 85,0 783 66,8
Beschaffenheit Paddock 158 13,0 3 75 155 13,2
Auslauf Koppel 571 47,2 20 50,0 551 47,0
Kombination 482 39,8 17 425 465 39,7
Existenz Nein 535 442 12 30,0 523 446
Unterstand J 676 55,8 28 70,0 648 55,3
Existenz Nein 204 16,8 6 15,0 198 16,9
stehender J 1007 83,2 34 85,0 973 83,0
Gewasser ©
Miickenbekdmpfung 0,0
s-Massnahmen
Sechmiicken- Keine 7 0,6 0 0,0 7 0,6
aufkommen Wenig 412 34,0 6 15,0 405 34,6
Viele 700 57,8 28 70,0 672 57,3
Massenhaft 92 76 6 15,0 88 75
Nutzung Nein 424 350 17 425 407 34,7
Insektenschutzspray  |Ja 787 65,0 23 57,5 764 65,2
Wirkstoff Kein Produkt verwendet 424 35,0 17 425 407 34,7
Synthetische 341 433 9 225 332 28,3
Repellentien
Nat rliche 222 28,2 9 225 213 18,2
Repellentien
Kombinationsprodukte 41 52 0 0,0 41 35
(Insektizid&Repellent)
Diverse Produkte 183 233 5 12,5 178 15,2
Art des Insektenschutz | Kein Produkt verwendet
produktes 424 350 17 425 407 34,7
Selbst hergestellt 30 38 1 25 29 25
Kommerzell 737 93,6 22 55,0 715 61,0
Beides 24 3,0 0 0,0 24 20
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Nutzung Riegendecke |Nein 1048 86,5 35 87,5 1013 86,4
N=] 163 135 5 12,5 158 135
Art der Riegendecke |Keine Decke 1048 86,5 35 87,5 1013 86,4
Klassisch 116 71,2 4 10,0 112 9,6
Decke mit Muster (zB. 22 135 0 0,0 22 1,9
Zebramuster
Ekzemerdecke 25 15,3 1 25 24 2,0
Trankesystemim Sall |Automatische Tranken 332 274 12 30,0 320 273
Emer oder Troge 272 225 9 225 263 224
Beides 607 50,1 19 475 588 50,2
Baulicher Nein 471 389 20 50,0 451 385
Mdickenschutz B 740 61,1 20 50,0 720 61,4

& WNV-endemische Lander bis 2020 (Polen; Tschechische Rebublick; Ungarn; Osterreich; Italien; Spanien; Frankreich; USA;
Niederlande; Brasilien; Sovakei; )

b WNV-freie Lander bis 2020 (Vereinigtes Konigreich; Schweiz; Island; Belgien; Irland; Schweden; Norwegen)
°mehr als 20 Kilometer vom Betrieb

9Inden vergangenen 2 Jahren

¢ Innerhalb eines Kilometers um den Betrieb
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Tabelle 4: Deskriptive Statistik FSMEV

beprobt (n=1211) FSMEV positive FSMEV negative
Variable Kategorie Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Pferde-Ebene
Fellfarbe Dunkel 635 52,4 36 52,2 599 52,5
Fuchs 203 16,8 13 18,8 190 16,6
Hell 138 11,4 5 7,2 133 11,6
Sehr hell/ weil 117 9,7 8 11,6 109 9,5
mehrfarbig 118 9,7 7 10,1 111 9,7
Geschlecht Weiblich 673 55,6 42 60,9 631 55,3
Mannlich 538 44,4 27 39,1 511 44,7
Rassetyp Warmblut 607 50,1 30 43,5 577 50,5
Kaltblut 69 5,7 6 8,7 63 5,5
Vollblut 80 6,6 3 4,3 77 6,7
Pony 448 37,0 29 42,0 419 36,7
Esel/Muli 7 0,6 1 1,4 6 0,5
Alter (in Jahren) 10 0,8 0 0,0 10 0,9
2 57 4,7 2 2,9 55 4,8
3 72 5,9 4 5,8 68 6,0
4 64 5,3 1 1,4 63 5,5
5 54 4,5 1 1,4 53 4,6
6 63 5,2 5 7,2 58 5,1
7 60 5,0 1 1,4 59 5,2
8 63 5,2 2 2,9 61 5,3
9 36 3,0 1 1,4 35 3,1
10 51 4,2 5 7,2 46 4,0
11 57 4,7 6 8,7 51 4,5
12 52 4,3 3 4,3 49 4,3
13 44 3,6 1 1,4 43 3,8
14 46 3,8 1 1,4 45 3,9
15 39 3,2 3 4,3 36 3,2
16 49 4,0 4 5,8 45 3,9
17 39 3,2 3 4,3 36 3,2
18 43 3,6 0 0,0 43 3,8
19 35 2,9 1 1,4 34 3,0
20 47 3,9 2 2,9 45 3,9
21 29 2,4 3 4,3 26 2,3
22 32 2,6 4 5,8 28 2,5
23 23 1,9 2 2,9 21 1,8
24 29 2,4 3 4,3 26 2,3
25 18 1,5 4 5,8 14 1,2
26 15 1,2 0 0,0 15 1,3
27 17 1,4 2 2,9 15 1,3
28 20 1,7 1 1,4 19 1,7
29 17 1,4 1 1,4 16 1,4
30 9 0,7 1 1,4 8 0,7
31 11 0,9 1 1,4 10 0,9
32 8 0,7 1 1,4 7 0,6
33 2 0,2 0 0,0 2 0,2
Nutzung Freizeit 436 36,0 38 55,1 398 34,9
Sport 468 38,6 19 27,5 449 39,3
Zucht 212 17,5 7 10,1 205 18,0
Beistellpferd 95 7,8 5 7,2 90 7,9
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Nutzungsort Ausschlieflich Halle/ Fatz 23 19 0 0,0 23 2,0
Vorwiegend Halle/ Fatz 430 355 25 36,2 405 355
Vorwiegend im Gelénde 472 39,0 30 435 442 38,7
Ausschlielflich im Gelande 103 85 11 15,9 92 8,1
Kein Training 183 15,1 5 72 178 15,6
Transport® Nein 798 65,9 51 739 747 654
J 413 341 18 26,1 395 34,6
Auslandsaufenth [Nein 1143 944 66 95,7 1077 94,3
alt ¢ N2 68 56 3 43 65 57
Grippedhnliche  |Nein 1165 96,2 68 98,6 1097 96,1
Symptome d Ja 46 38 1 14 45 39
Neurologische  |Nein 1188 98,1 66 95,7 1122 98,2
Symptome d J 23 1,9 3 43 20 1,8
Betriebs-Ebene
LK Anhalt-Bitterfeld 58 4.8 1 14 57 5,0
Wittenberg 38 31 2 29 36 32
Saalekreis 132 10,9 3 43 129 11,3
SAzandkreis 49 4,0 0 0,0 49 43
Jerichower Land 84 6,9 4 58 80 70
Dessau-Rosslau 18 15 3 43 15 1,3
Nordsachsen 86 71 5 7.2 81 71
Mittelsachsen 131 10,8 8 11,6 123 10,8
Leipzig Land 26 21 0,0 26 23
Meilen 46 38 5 7.2 41 36
Dresden 49 4,0 1 14 48 42
Bbe-Bster 159 13,1 12 174 147 12,9
Oberspreewald-Leipzig 34 28 1 14 33 29
Potsdamm-Mittelmark 151 12,5 2 29 149 13,0
Dahme-Soreewald 150 124 22 31,9 128 11,2
LK-kategorisiert |Cffizielles FSVIEV- 278 230 18 26,1 260 22,8
Risikogebiet 2021
Kein offizielles FSVIEV- 933 77,0 51 739 882 772
Risikogebiet 2021
Anzahl Pferde im |1 2 0,2 0 0,0 2 02
Betrieb 2 7 0,6 0 0,0 7 0,6
3 3 0,2 0 0,0 3 0,3
4 16 1,3 0 0,0 16 14
5 51 4.2 4 58 47 41
6 56 4,6 3 43 53 46
7 52 43 2 29 50 44
8 39 32 2 29 37 3.2
9 2 0,2 0 0,0 2 0,2
10 26 2,1 0 0,0 26 23
1 42 35 2 29 40 35
12 17 14 0 0,0 17 1,5
13 22 18 9 13,0 13 1,1
14 32 2,6 1 14 31 2,7
15 6 0,5 0 0,0 6 05
17 48 40 1 14 47 41
18 34 2,8 2 29 32 28
19 39 3.2 3 4,3 36 32
20 49 40 1 14 48 4,2
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Anzahl Pferde im |21 34 28 4 58 30 26
Betrieb 22 20 1,7 1 14 19 1,7
23 17 14 7 10,1 10 09
24 36 3,0 0 0,0 36 32
25 31 26 2 29 29 25
27 23 19 0 0,0 23 2,0
30 67 55 10 14,5 57 5,0
32 13 11 0 0,0 13 11
34 18 15 2 29 16 14
37 26 21 1 14 25 22
40 11 09 0 0,0 11 1,0
45 20 1,7 0 0,0 20 18
47 15 1,2 4 58 11 1,0
49 18 15 0 0,0 18 16
50 45 37 4 58 41 3,6
55 40 33 1 14 39 34
60 32 2,6 1 14 31 27
75 23 19 0 0,0 23 2,0
80 51 4.2 0 0,0 51 45
95 47 39 0 0,0 47 41
180 81 6,7 2 29 79 6,9
Haltungsform Sall ohne Auslauf 8 0,7 0 0,0 8 0,7
Sall mit Auslauf <12h/Tag 246 20,3 13 18,8 233 204
Sall mit Auslauf >12h/ Tag 140 116 5 72 135 11,8
Dauerhafter Auslauf 817 67,5 51 73,9 766 67,1
Beschaffenheit | Paddock 158 13,0 6 8,7 152 133
Auslauf Koppel 571 472 38 55,1 533 46,7
Kombination 482 39,8 25 36,2 457 40,0
Existenz Nein 535 442 25 36,2 510 44,7
Unterstand N>) 676 55,8 44 63,8 632 55,3
Existenz Nein 204 16,8 6 87 198 173
stehender Ja 1007 83,2 63 91,3 944 82,7
Miickenbekam
pfungs-
Massnahmen
Sechmicken- |Keine 7 0,6 0 0,0 7 0,6
aufkommen Wenig 412 34,0 23 57,5 389 33,2
Viele 700 57,8 38 95,0 662 56,5
Massenhaft 92 76 8 20,0 84 72
Nutzung Nein 424 35,0 22 31,9 402 35,2
Insektenschutzsp|Ja 787 65,0 47 68,1 740 64,8
Wirkstoff Kein Produkt verwendet 424 35,0 22 31,9 402 352
Synthetische Repellentien 341 28,2 31 449 310 271
Naturliche 222 18,3 5 72 217 19,0
Repellentien
Kombinationsprodukte 41 34 1 14 40 35
(Insektizid&Repellent)
Diverse Produkte 183 15,1 10 145 173 15,1
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Art des Kein Produkt verwendet 424 35,0 22 31,9 402 35,2
Insektenschutz- |Selbst hergestellt 30 2,5 0 0,0 30 2,6
produktes Kommerziell 737 60,9 46 66,7 691 60,5
Beides 24 2,0 1 1,4 23 2,0
Nutzung Nein 1048 86,5 58 84,1 990 86,7
Fliegendecke Ja 163 13,5 11 15,9 152 13,3
Art der Keine Decke 1048 86,5 58 84,1 990 86,7
Fliegendecke Klassisch 116 9,6 7 10,1 109 9,5
Decke mit Muster (z.B. 22 1,8 4 5,8 18 1,6
Zebramuster
Ekzemerdecke 25 2,1 0 0,0 25 2,2
Baulicher Nein 471 38,9 24 34,8 447 39,1
Mickenschutz |Ja 740 61,1 45 65,2 695 60,9

? WNV-endemische Ldnder bis 2020 (Polen; Tschechische Rebublick; Ungarn; Osterreich; Italien; Spanien; Frankreich; USA;

Niederlande; Brasilien; Slovakei; )

® WNV-freie Linder bis 2020 (Vereinigtes Konigreich; Schweiz; Island; Belgien; Irland; Schweden; Norwegen)

“mehr als 20 Kilometer vom Betrieb

4In den vergangenen 2 Jahren

®Innerhalb eines Kilometers um den Betrieb
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Tabelle 5: Deskriptive Statistik WNV, Vergleich mit Ganzenberg 2022

beprobtin 2022 (n=1211)

beprobtin 2020 (n=937)

Variable Kategorie Anzahl Prozent Anzahl Prozent
(n) (%) (n) (%)

Pferde-Ebene

Fellfarbe Dunkel 635 52,4 529 56,5
Fuchs 203 16,8 161 17,2
Hell 138 11,4 72 7,7
Sehr hell/ weil 117 9,7 110 11,7
mehrfarbig 118 9,7 65 6,9

Geschlecht Weiblich 673 55,6 536 57,2
Mannlich 538 44,4 401 42,8

Rassetyp Warmblut 607 50,1 554 59,1
Kaltblut 69 5,7 38 4,1
Vollblut 80 6,6 49 5,2
Pony 448 37,0 287 30,6
Esel/Muli 7 0,6 9 1,0

Alter (in Jahren) 1 10 0,8 43 4,6
2 57 4,7 48 5,1
3 72 5,9 34 3,6
4 64 5,3 40 4,3
5 54 4,5 52 5,5
6 63 5,2 39 4,2
7 60 5,0 28 3,0
8 63 5,2 31 3,3
9 36 3,0 40 4,3
10 51 4,2 47 5,0
11 57 4,7 39 4,2
12 52 4,3 41 4,4
13 44 3,6 39 4,2
14 46 3,8 39 4,2
15 39 3,2 26 2,8
16 49 4,0 42 4,5
17 39 3,2 41 4,4
18 43 3,6 37 3,9
19 35 2,9 35 3,7
20 47 3,9 23 2,5
21 29 2,4 24 2,6
22 32 2,6 26 2,8
23 23 1,9 21 2,2
24 29 2,4 22 2,3
25 18 1,5 20 2,1
26 15 1,2 8 0,9
27 17 1,4 15 1,6
28 20 1,7 7 0,7
29 17 1,4 10 1,1
30 0,7 10 1,1
31 11 0,9 0,6
32 0,7 0,2
33 2 0,2 0,2
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Geburtsland Deutschland 1029 85,0 862 92,0
WNV-Endemie-Gebiete ® 94 7,8 35 3,7
WNV-freies-Gebiet ° 88 7,3 36 3,8
Unbekannt 0 0,0 4 0,4
Nutzung Freizeit 436 36,0 390 41,6
Sport 468 38,6 284 30,3
Zucht 212 17,5 182 19,4
Beistellpferd 95 7,8 81 8,6
Nutzungsort AusschlieRlich Halle/Platz 23 1,9 35 3,7
Vorwiegend Halle/Platz 430 35,5 287 30,6
Vorwiegend im Geldnde 472 39,0 280 29,9
AusschlieBlich im Gelande 103 8,5 166 17,7
Kein Training 183 15,1 169 18,0
Transport® Nein 798 65,9 727 77,6
Ja 413 34,1 210 22,4
Auslandsaufenthalt ¢ | Nein 1143 94,4 920 98,2
Ja 68 5,6 17 1,8
Grippeahnliche Nein 1165 96,2
Symptome® Ja 46 3,8
Neurologische Nein 1188 98,1 914 97,5
Symptome® Ja 23 1,9 23 2,5
Betriebs-Ebene
LK Anhalt-Bitterfeld 58 4,8 107 11,4
Wittenberg 38 3,1 128 13,7
Saalekreis 132 10,9
Salzlandkreis 49 4,0
Jerichower Land 84 6,9
Dessau-Rosslau 18 1,5
Nordsachsen 86 7,1 136 14,5
Mittelsachsen 131 10,8 164 17,5
Leipzig Land 26 2,1 113 12,1
MeilRen 46 3,8 66 7,0
Dresden 49 4.0 69 7,4
Elbe-Elster 159 13,1 136 14,5
Oberspreewald-Leipzig 34 2,8
Potsdamm-Mittelmark 151 12,5
Dahme-Spreewald 150 12,4
LK-kategorisiert Kontroll-LK 219 18,1 299 31,9
Fall-LK 1002 82,7 638 68,1
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Anzahl| Pferdeim 1 2 0,2 0

Betrieb 2 7 0,6 4 0,4
3 3 0,2 6 0,6
4 16 1,3 27 2,9
5 51 4,2 48 5,1
6 56 4,6 96 10,2
7 52 4,3 54 5,8
8 39 3,2 59 6,3
9 2 0,2 28 3,0
10 26 2,1 38 4,1
11 42 3,5 65 6,9
12 17 1,4 35 3,7
13 22 1,8 34 3,6
14 32 2,6 24 2,6
15 6 0,5 20 2,1
16 0 20 2,1
17 48 4,0 11 1,2
18 34 2,8 22 2,3
19 39 3,2 1 0,1
20 49 4,0 30 3,2
21 34 2,8 0,4
22 20 1,7 32 3,4
23 17 1,4 0
24 36 3,0 0
25 31 2,6 23 2,5
27 23 1,9 0
28 0 11 1,2
30 67 5,5 32 3,4
32 13 1,1 0
33 0 36 3,8
34 18 1,5 32 3,4
37 26 2,1 0
40 11 0,9 44 4,7
45 20 1,7 6 0,6
47 15 1,2 0
48 0 20 2,1
49 18 1,5 0
50 45 3,7 6 0,6
55 40 3,3 0
60 32 2,6 0
65 0 4 0,4
75 23 1,9 0
80 51 4,2 63 6,7
95 47 3,9 0
160 0 2 0,2
180 81 6,7 0

Haltungsform Stallohne Auslauf 8 0,7 0 0,0
Stall mit Auslauf<12h/Tag 246 20,3 206 22,0
Stall mit Auslauf>12h/Tag 140 11,6 107 11,4
Dauerhafter Auslauf 817 67,5 624 66,6
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Beschaffenheit Paddock 158 13,0 97 10,4
Auslauf

Koppel 571 47,2 594 63,4

Kombination 482 39,8 246 26,3
Existenz Nein 535 44,2 501 53,5
Unterstand

Ja 676 55,8 436 46,5
Existenz Nein 204 16,8 257 27,4
stehender
Gewasser ©

Ja 1007 83,2 680 72,6
Miickenbekdampfungs 97 10,4
Massnahmen
Nutzung Nein 424 35,0 404 43,1
Insektenschutzspray |[Ja 787 65,0 533 56,9
Wirkstoff Kein Produkt verwendet 424 35,0 404 43,1

Insektizide 0 26 2,8

Synthetische Repellentien 341 28,2 121 12,9

Natdrliche 222 18,3 137 14,6

Repellentien

Kombinationsprodukte 41 3,4 240 25,6

(Insektizid&Repellent)

Diverse Produkte 183 15,1 9 1,0
Nutzung Nein 1048 86,5 838 89,4
Fliegendecke

Ja 163 13,5 99 10,6
Art der Keine Decke 1048 86,5 838 89,4
Fliegendecke Klassisch 116 9,6 50 5,3

Decke mit Muster (z.B. 22 1,8 31 3,3

Zebramuster

Ekzemerdecke 25 2,1 18 1,9
Baulicher Nein 471 38,9 687 73,3
Mickenschutz Ja 740 61,1 250 26,7

? WNV-endemische Lander bis 2020 (Polen; Tschechische Rebublick; Ungarn; Osterreich;

Italien; Spanien; Frankreich; USA; Niederlande; Brasilien; Slovakei)

® WNV-freie Lander bis 2020 (Vereinigtes Konigreich; Schweiz; Island; Belgien;

Irland; Schweden; Norwegen)

“mehr als 20 Kilometer vom Betrieb

9In den vergangenen 2 Jahren

®Innerhalb eines Kilometers um den Betrieb
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Tabelle 6: Serologische Ergebnisse WNV, FSMEV und USUV

D kompetetiver ELISA VNT WNV VNT TBEV VNT USUV Endergebnis

WNV-1gG (%) NDsq Titer NDsq Titer NDsq Titer (mittels VNT)

pos:S/N <40 positive VNT titer: fettgedruckt
Evaluation [fraglich: 40 <S/N <50 (*): kreuzragierende Antikorper
neg: S/N>50 neg:<10

19 17 960 <10 <10 WNV positiv
20 28 120 <10 20 * WNV positiv
24 7 1280 <10 60 * WNV positiv
28 26 80 <10 <10 WNV positiv
30 31 80 <10 <10 WNV positiv
31 9 640 <10 <10 WNV positiv
32 31 100 <10 <10 WNV positiv
75 5 80 <10 <10 WNV positiv
85 6 40 <10 <10 WNV positiv
98 5 640 <10 15% WNV positiv
135 7 80 <10 <10 WNV positiv
165 6 80 <10 <10 WNV positiv
268 4 960 <10 20* WNV positiv
314 5 640 <10 <10 WNV positiv
349 8 100 <10 <10 WNV positiv
361 18 100 <10 <10 WNV positiv
365 6 160 <10 <10 WNV positiv
510 160 <10 <10 WNV positiv
545 10 160 <10 <10 WNV positiv
576 6 320 <10 <10 WNV positiv
580 4 1280 <10 20* WNV positiv
590 6 80 <10 <10 WNV positiv
594 4 480 <10 30* WNV positiv
620 5 480 <10 <10 WNV positiv
739 11 30 <10 <10 WNYV positiv
755 240 <10 <10 WNV positiv
781 60 <10 <10 WNV positiv
782 640 <10 <10 WNV positiv
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783 7 160 <10 <10 WNYV positiv
806 9 40 <10 <10 WNYV positiv
877 4 480 <10 20* WNYV positiv
943 6 40 <10 20% WNYV positiv
986 11 80 <10 <10 WNV positiv
1047 8 160 <10 <10 WNV positiv
1051 14 20 <10 <10 WNV positiv
1098 480 <10 15% WNYV positiv
1173 120 <10 <10 WNV positiv
1182 18 20 <10 <10 WNV positiv
1198 120 <10 10* WNV positiv
1249 80 <10 <10 WNV positiv
235 15%* <10 80 USUV positiv
332 10 10* <10 80 USUV positiv
395 34 <10 <10 15 USUV positiv
828 12 <10 <10 15 USUV positiv
831 11 <10 <10 20 USUV positiv
44 19 <10 80 <10 FSMEV positiv
45 22 <10 480 <10 FSMEV positiv
66 22 <10 80 <10 FSMEV positiv
216 41 <10 160 <10 FSMEV positiv
217 31 <10 80 <10 FSMEV positiv
218 24 <10 60 <10 FSMEV positiv
220 16 <10 240 <10 FSMEV positiv
288 26 <10 240 <10 FSMEV positiv
291 20 <10 80 <10 FSMEV positiv
292 11 <10 80 <10 FSMEV positiv
295 11 <10 240 <10 FSMEV positiv
298 12 <10 320 <10 FSMEV positiv
299 5 <10 1920 <10 FSMEV positiv
300 32 <10 160 <10 FSMEV positiv
301 11 <10 480 <10 FSMEV positiv
303 16 <10 640 <10 FSMEV positiv
305 13 <10 100 <10 FSMEV positiv
321 19 <10 80 <10 FSMEV positiv
322 16 <10 160 <10 FSMEV positiv
389 22 <10 120 <10 FSMEV positiv
398 28 <10 480 <10 FSMEV positiv
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444
456
462
465
466
467
521
527
534
649
653
654
655
656
678
780
804
808
832
860
931
933
934
935
987
989

1013

1014

1016

1018

1019

1020

1021

1022

1023

1097

12
19
12

12
14
26

16

11
15
13
11
11

24

11
10
23
11
11
14
44
25
10

13

<10 480 <10 FSMEV positiv
<10 80 <10 FSMEV positiv
<10 120 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 320 <10 FSMEV positiv
<10 320 <10 FSMEV positiv
<10 160 <10 FSMEV positiv
<10 40 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 60 <10 FSMEV positiv
<10 160 <10 FSMEV positiv
<10 120 <10 FSMEV positiv
<10 60 <10 FSMEV positiv
<10 60 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 120 <10 FSMEV positiv
<10 320 <10 FSMEV positiv
<10 320 <10 FSMEV positiv
<10 320 <10 FSMEV positiv
<10 1920 <10 FSMEV positiv
<10 120 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 1280 <10 FSMEV positiv
<10 640 <10 FSMEV positiv
<10 480 <10 FSMEV positiv
<10 160 <10 FSMEV positiv
<10 480 <10 FSMEV positiv
<10 960 <10 FSMEV positiv
<10 1920 <10 FSMEV positiv
<10 240 <10 FSMEV positiv
<10 1920 <10 FSMEV positiv
<10 1280 <10 FSMEV positiv
<10 480 <10 FSMEV positiv
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1128 7 <10 1280 <10 FSMEV positiv
1129 35 <10 120 <10 FSMEV positiv
1132 30 <10 240 <10 FSMEV positiv
1133 17 <10 320 <10 FSMEV positiv
1134 8 <10 320 <10 FSMEV positiv
1139 13 <10 480 <10 FSMEV positiv
1141 11 <10 240 <10 FSMEV positiv
1143 12 <10 120 <10 FSMEV positiv
1144 16 <10 60 <10 FSMEV positiv
1181 45 <10 30 <10 FSMEV positiv
1229 41 <10 a0 <10 FSMEV positiv
1242 33 <10 40 <10 FSMEV positiv
454 5 nicht
60 160 <10 differenzierbar
460 5 nicht
20 60 <10 differenzierbar
566 - nicht
80 <10 80 differenzierbar
96 9 nicht
<10 <10 <10 ermittelbar
nicht
172 35 )
<10 <10 <10 ermittelbar
273 28 nicht
<10 <10 <10 ermittelbar
nicht
810 44 )
<10 <10 <10 ermittelbar
nicht
903 48 <10 <10 <10 ermittelbar
nicht
1102 18 )
<10 <10 <10 ermittelbar
nicht
1140 46 <10 <10 <10 ermittelbar
nicht
1248 13 )
<10 <10 <10 ermittelbar
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Tabelle 7: Ergebnisse Univariate Analyse WNV

Variable

Kategorie

X2

df

X2 (2020%)

df (2020*)

p (2020*)

Pferde-Ebene

Fellfarbe

Dunkel

Fuchs

Hell

Sehr hell/ weild

mehrfarbig

5,0349

0,284

8,6957

0,07

Geschlecht

Weiblich

Ménnlich

1,8733

0,171

0,564

0,45

Rassetyp

Warmblut

Kaltblut

Vollblut

Pony

Esel/Muli

71,446

0,128

7,1446

0,13

CGeburtsland

Deutschland

WNV-Endemie-
Gebiete ?

WNV-freies-
Gebiet °

15,185

0,468

5,56949

0,06

Nutzung

Freizeit

Soort

Zucht

Beistellpferd

63,939

0,094

9,7984

0,02

Nutzungsort

Ausschliefllich
Halle/Patz

Vorwiegend
Halle/ Platz

Vorwiegend im
Gelénde

Ausschliefllich
im Gelande

Kein Training

6,535

0,163

4,6001

0,33

Transport®

Nein

Ja

0,2323

0,645

2,8417

0,09

Auslandsaufenthalt
d

Nein

Ja

0,756

0,384

1,6354

0,2

Grippeéhnliche
S/mptome °

Nein

Ja

1,551

0,213

0,0041

0,95

Neurologische
S/mptome °

Nein

0,104

0,747

0,0166

09
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Betriebs-Ebene
Haltungsform Sall ohne
Auslauf
Sall mit Auslauf 5,8008 2 0,055[ 12,7536 0,002
<12h/Tag
Sall mit Auslauf
>12h/Tag
Dauerhafter
Auslauf
Beschaffenheit Paddock 1,1224 2 0,571 3,5929 0,17
Auslauf Koppel
Kombination
Existenz Nein 3,372 1 0,066 8,9253 0,03
Unterstand N>
Existenz Nein 0,1006 1 0,751 0,8371 0,36
stehender N>
Gewsésser °
Miickenbekampf
ungs-
Massnahmen
Nutzung Nein 1,0193 1 0,313 9,1273 0,003
Insektenschutzspra | Ja
Wirkstoff Kein Produkt 3,112 4 0,540 7,5337 0,11
verwendet
Synthetische
Repellentien
Natdrliche
Repellentien
Kombinationspr
odukte
(Insektizid &
Repellent)
Diverse
Produkte
Art des Kein Produkt 0,8651 3 0,83 1,7221 0,63
Insektenschutz- verwendet
produktes Selbst
hergestellt
Kommerzell
Beides
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Nutzung Nein 0,0327 1 0,856 1,0523 0,31
Riegendecke J
Art der Keine Decke 0,802 3 0,850 0,5158 0,92
Riegendecke Klassisch

Decke mit

Muster (zB.

Zebramuster

Ekzemerdecke
Trankesystemim |Automatische 0,1576 2 0,924 3.,2959 0,19
Sall Tranken

Bmer oder

Troge

Beides
Baulicher Nein 2,147 1 0,143 3,4893 0,06
Miickenschutz Ja

X2: Ohi® Quadrat; df: Anzahl der Freiheitsgrade; p: Sgnifikanz
@ WNV-endemische Lander bis 2020 (Polen; Tschechische Rebublick; Ungarn; Osterreich; Italien; Spanien; Frankreic
® WNV-freie Lander bis 2020 (Vereinigtes Konigreich; Schweiz Island; Belgien; Irland; Schweden; Norwegen)

¢ In den vergangenen 2 Jahren

4Inden vergangenen 2 Jahren

¢ Innerhalb eines Kilometers um den Betrieb

* p berechnet mit 17 bereits 2020 positiv getesteten Fferden
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Tabelle 8: Ergebnisse logistische Regression WNV (2022)

Variable Kategorie B SE Wald Exp (B) 95%Kl
Alter -0,027 0,027 1,016 1 0,313 0,973 0,9-1
Fellfarbe Fuchs Ref.

Dunkel -0,505 0,638 0,625 1 0,429 0,604 0,2-2
Hell -0,020 0,506 0,002 1 0,969 0,980 0,4-2,6
mehrfarbig -18,233 3245,295 0,000 1 0,996 0,000 0,000
Sehr hell/ weil -0,730 0,771 0,898 1 0,469 0,482 0,1-2,2
Geschlecht Weiblich Ref,
Mannlich -0,267 0,353 0,574 1 0,449 0,765 04-15
Rassetyp Kaltblut Ref. 7,063
Esel 0,919 0,609 2,278 1 0,131 2,507 0,8-8,3
Maultier -16,913 15085,639 0 1 1.000 0 0
Pony -17,165 40192,97 0 1 1 0 0
Vollblut 0,012 0,449 0,001 1 0,98 1,012 04-25
Warmblut -17,34 4286,591 0,948 1 0,997 0 0
Geburtsland Deutschland Ref.
WNV-Endemie- 0,048 0,812 0,004 1 0,953 1,049 0,2-5,2
Gebiete @
WNV-freies- 1,106 0,905 1,492 1 0,222 0,956 0,5-17,8
Gebiet °
Nutzung Zucht Ref.
Freizeit -0,511 0,426 1,436 1 0,231 0,296 1,1-1,1
Beistellpferd -0,752 0,842 0,797 1 0,372 0,6 0,3-1,4
Fort 1,216 0,7 3,011 1 0,083 0,471 0,1-25
Nutzungsort Ausschliefllich Ref.
Halle/ Ratz
Ausschliefllichim |19,766 40192,393 0 1 1 1,112 0
Celande
Vorwiegend 18,682 40192,393 0 1 1 1,343 0
Halle/ Ratz
Vorwiegend im 19,07 40192,393 0 1 1 0,732 0
Celande
Kein Training 18,418 40192,393 0 1 1 1,49 0
Trajsportc Nein Ref.
Ja 0,358 0,395 0,821 1 0,436 1,43 0,7-3,1
Grippedhnliche |Nein Ref.
S/mptome ¢ Ja 1,126 0,83 1,838 1 0,175 3,083 0,6-15,7
Neurologische Nein Ref.
S/mptome ¢ J -17,171 7884,173 0 1 0,998 0 0
Auslandsaufentha| Nein Ref.
It 9 Ja -1,117 1,126 0,984 1 0,321 0,327 0,1-3,0
Anzahl der Pferde 0,006 0,005 1,32 1 0,251 1,006 0,9-1,0
im Betrieb
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Haltungsform Sall mit Auslauf | Ref.
<12h/Tag
Sall mit Auslauf  |-1,076 0,785 1,881 1 0,17 0,341 0,1-1,6
>12h/ Tag
Dauerhafter -1,052 0,674 2,436 1 0,119 0,349 0,1-1,3
Auslauf
Beschaffenheit  |Kombination Ref.
Auslauf Paddock -0,528 0,482 1,197 1 0,274 0,59 0,2-1,5
Koppel -0,826 0,714 1,338 1 0,274 0,438 0,1-1,8
Existenz Nein Ref,
Unterstand Nz] 0,885 0,548 2,607 1 0,106 2,424 0,8-7,1
Existenz Nein Ref.
stehender Ja -0,026 0,511 0,003 1 0,959 0,974 04-2,7
Gewsésser °
Nutzung Nein Ref.
Insektenschutzsp | Ja -0,761 0,446 2916 1 0,088 0,467 0,2-1,1
Nutzung Nein Ref.
Riegendecke N-] 0,105 0,541 0,038 1 0,846 1,111 04-3,2
Baulicher Nein Ref.
Muickenschutz
N=] -0,429 0,358 1,435 1 0,231 0,651 0,3-1,3
Konstante -20,933 40192,393 0 1 1 0

Exp(B): odds ratio (Potenzierung des B-Koeffizienten); SE: Sandardfehler; df: Anzahl der Freiheitsgrade; p: Sgnificanz
Ki: Konfidenzintervall: Ref.: Referenzvariable

& WNV-endemische Lander bis 2020 (Polen; Tschechische Rebublick; Ungarn; Osterreich; Italien; Soanien; Frankreich; USA; Niederla
P \WNV-freie Lander bis 2020 (Vereinigtes Konigreich; Schweiz, Island; Belgien; Irland; Schweden; Norwegen)

¢ In den vergangenen 2 Jahren
%Inden vergangenen 2 Jahren

¢ Innerhalb eines Kilometers um den Betrieb
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Tabelle 9: Ergebnisse logistische Regression WNV (2022 und 2020)

Variable Kategorie B SE, Wald df Exp (B) 95%HK
Alter 0,012 0,023 0,265 1 0,607 1,012 1,0,1,1
Fellfarbe Fuchs Ref.

Dunkel -0,175 0,591 0,088 1 0,767 0,839 0,3-2,7
Hell 0,208 0,467 0,198 1 0,656 1,231 0,5-3,1
mehrfarbig  [-1,593 0,873 3,325 1 0,068 0,203 0,1-1,1
Sehr hell/ -0,643 0,747 0,741 1 0,389 0,526
weild 0,1-2,3
Geschlecht Weiblich Ref.
Méannlich -0,191 0,319 0,357 1 0,55 0,823 04-15
Rassetyp Kaltblut Ref.
Esel 1,337 0,5%4 5,071 1 0,24 3,807 1,2-12,1
Maultier 2,019 1,336 2,282 1 0,131 7,53 0,5,103,4
Pony -17,595 40192,97 0 1 1 0 0,0
Vollblut -0,342 0,426 0,643 1 0,423 0,711 0,3-1,6
Warmblut -0,015 0,845 0 1 0,986 0,985 0,2-5,2
Geburtsland Deutschland | Ref.
WNV- 0,033 0,693 0,002 1 0,962 1,034 0,3-4,0
Endemie-
Gebiete ?
WNV-freies- |0,794 0,796 0,996 1 0,318 2,212 0,5-10,5
Gebiet °
Nutzung Zucht Ref.
Freizeit -0,167 0,526 0,1 1 0,751 0,846 0,3-24
Beistellpferd |-0,697 0,411 2,876 1 0,09 0,498 0,2-1,1
Sort -1,371 0,906 2,288 1 0,13 0,254 0,1-1,5
Nutzungsort Ausschliefllich |Ref.
Halle/ Ratz
Ausschliefllich {0,588 1,306 0,203 1 0,652 1,801 0,1-23,3
im Gelande
Vorwiegend |-0,657 1,045 0,395 1 0,529 0,518 0,1,4,0
Vorwiegend |0,592 0,648 0,834 1 0,361 1,807 0,564
im Gelande
Kein Training |0,266 0,697 0,146 1 0,702 1,305 0,3-5,1
Transport® Nein Ref.
Ja 0,635 0,368 2,976 1 0,085 1,887 0,9-39
Grippeéhnliche |Nein Ref.
Symptome d Ja 0,885 0,822 1,157 1 0,282 2,422 0,5-12,1
Neurologische  |Nein Ref.
Smptome ¢ B -17,649 7938,883 0 1 0,998 0 0
Auslandsaufenth |Nein Ref.
at® N-] -1,639 1,126 2,119 1 0,146 0,702 0,1-1,8
Anzahl der 0,001 0,005 0,059 1 0,808 1,001 0,9-1,0
Pferde im
Betrieb
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Haltungsform [Stall mit Ref,
Stall mit -1,649 0,799 4,256 1 0,39 0,192 0,1-0,9
Auslauf
>12h/Tag
Dauerhafter [-1,524 0,666 5,239 1 0,022 0,218 0,1-0,8
Auslauf
Beschaffenheit |Kombination [Ref.
Auslauf Paddock -0,204 0,466 0,191 1 0,662 0,747 0,3-0,9
Koppel -0,583 0,621 0,88 1 0,348 0,558 0,2-1,9
Existenz Nein Ref.
Unterstand Ja 0,841 0,537 2,452 1 0,117 2,319 0,8-6,6
Existenz Nein Ref.
stehender Ja -0,103 0,482 0,046 1 0,831 0,902 0,4-2,2
Nutzung Nein Ref.
Insektenschutzs|Ja 3,339 1,333 6,269 1 0,012 0,084 <0,1-0,5
Nutzung Nein Ref.
Fliegendecke Ja -0,343 0,535 0,411 1 0,521 0,709 0,2-2,0
Baulicher Nein Ref.
Mickenschutz |Ja -0,313 0,336 0,866 1 0,352 0,731 0,4-1,4
Konstante 18,16 3701,875 0 1 0,996 0

Exp(B): odds ratio (Potenzierung des B-Koeffizienten); SE,: Standardfehler; df: Anzahl der Freiheitsgrade; p: Significanz;
KI: Konfidenzintervall; Ref.: Referenzvariable

® WNV-endemische Lander bis 2020 (Polen; Tschechische Rebublick; Ungarn; Osterreich; Italien; Spanien; Frankreich; US.

® WNV-freie Linder bis 2020 (Vereinigtes Konigreich; Schweiz; Island; Belgien; Irland; Schweden; Norwegen)

“In den vergangenen 2 Jahren

41n den vergangenen 2 Jahren

Innerhalb eines Kilometers um den Betrieb
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Tabelle 10: Ergebnisse logistische Regression FSMEV (2022)

Varigble Kategorie B SE, Wald df Exp (B) 95%HKl
Alter 0,033 0,015 4,585 1 0,032 1.034 1,0-1,1
Anzahl der -0,009 0,004 4,637 1 0,031 0,991 0,9-1,0
Pferde im
Betrieb
Haltungsform |Sall mit Ref.

Auslauf
<12h/Tag
Sall mit 0,548 0,55 0,991 2 0,319 1.729 0,6-5,1
Auslauf
>12h/Tag
Dauerhafter {0,646 0,493 1,717 2 0,19 1.908 0,7-5,0
Auslauf
Existenz Nein Ref.
Unterstand |Ja 0,249 0,313 0,634 1 0,426 1.283 0,7-24
Nutzung Nein Ref.
Insektenschut | g 0,048 0,288 2,0 1 0,867 1 0517
Konstante -3,704 0,578 41,073 1 <0,001 0,025

Exp(B): odds ratio (Potenzierung des B-Koeffizienten); SE: Sandardfehler; df: Anzahl der Freiheitsgrade; p: Sgnificanz

Ki: Konfidenzintervall; Ref.: Referenzvariable
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Tabelle 11:

Ergebnisse logistische Regression FSMEV (2022 und 2020)

Variable Kategorie B SE, Wald df Exp (B) 95%K
Alter 0,014 0,014 1,025 1 0,311 1.013 0,9-1,0
Anzahl der -0,006 0,004 2,687 1 0,101 0,9%4 0,9-1,0
Prerde im
Betrieb
Haltungsform |Sall mit Ref.

Sall mit -0,23 0,393 0,434 2 0,558 0,794 04-1,7
Auslauf
>12h/Tag
Dauerhafter |-0,15 0,33 0,002 2 0,965 0,985 0,5-19
Auslauf
Existenz Nein Ref.
Unterstand  |Ja 045 0,274 2,699 1 0,1 1.568 09-2,7
Nutzung Nein Ref.
Insektenschut |Ja 0,155 0,258 0,359 1 0,549 1.167 0,7-19
Konstante -3,486 0,365 91,207 1 <0,001 0,031

Exp(B): odds ratio (Potenzierung des B-Koeffizienten); SE: Sandardfehler; df: Anzahl der Freiheitsgrade; p: Sgnificanz

Kl: Konfidenzintervall; Ref.: Referenzvariable
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4 Diskussion und Schlussfolgerung

4.1 West-Nil-Virus

Insgesamt ist das Verhaltnis der WNV-seropositiven Pferde mit 3,3 % (95 % Cl: 2,38-4,40) auf der
Pferdeebene und 21 % (95 % KI: 14,52-29,48) auf Betriebsebene vergleichbar mit den Ergebnisse von
Ganzenberg et al. 2022 (GANZENBERG et al. 2022), wo eine Seropravalenz von 5,8 % auf Pferde- und
21 % auf Betriebsebene ermittelt wurde. Bei der Kontaktierung der Pferdehalterinnen handelt es sich
aus Praktikabilitatsgriinden um eine Datenerhebung im Sinne einer willkiirlichen Stichprobe. Dies
bedeutet, dass nur Betriebe in die Studie aufgenommen wurden, die auf die initiale Kontaktierung
geantwortet haben und einer Beprobung zustimmten. Somit handelt es sich nicht um eine zufallige
Stichprobe und es kann Uber die tatsachliche Seropravalenz im Studiengebiet nur eine
eingeschrdnkte Aussage getroffen werden. Um dies zu berticksichtigen, wird im Weiteren nur von
der Seropositivitatsrate und nicht von der Seropravalenzrate gesprochen.

Da 17 bekannte WNV-positive Pferde von der Probennahme ausgeschlossen wurden, ist die in dieser
Studie ermittelte Seropositivitatsrate moglicherweise zu niedrig angesetzt. Unter der Annahme, dass
diese 17 Pferde wahrend des Probenentnahmezeitraums weiterhin seropositiv waren, wiirde die
korrigierte Seropositivitatsrate 4,6 % (95 % Cl: 3,53-5,88) auf Pferdeebene und 25 % (95 % ClI: 18,30-
34,18) auf Betriebsebene betragen. In einer kiirzlich durchgefiihrten Studie an hospitalisierten
Pferden in Deutschland wurde eine WNV-Seropravalenz von 8,2 % (im Jahr 2020) und 13,8 % (im Jahr
2021) festgestellt (BERGMANN et al. 2022). Die in der hier beschriebenen Studie ermittelte
Seropravalenz ist deutlich niedriger, was moglicherweise auf die unterschiedlichen Studiendesigns
zurickzufihren ist, namlich die ausschlieRliche Untersuchung von hospitalisierten Pferden in der
friheren Studie (BERGMANN et al. 2022). Die vorliegenden Ergebnisse sind vergleichbar mit
friiheren Berichten aus Osterreich (5,3 %) (DE HEUS et al. 2021), Kroatien (3,4 %) (BARBIC et al.
2012), Griechenland (4,0 %) (MANGANA-VOUGIOUKA et al. 2013) und Nordspanien (5,0 %) (NAPP et
al. 2021). Hohere Seropravalenzen zwischen 7,1 % und 22,2 % wurden aus dem Kosovo, der Ukraine,
Polen, Korsika, Serbien und Albanien berichtet (JIMENEZ-CLAVERO et al. 2010, LUPULOVIC et al.
2011, GARCIA-BOCANEGRA et al. 2012, BERXHOLI et al. 2013, ZIEGLER et al. 2013, MAQUART et al.
2017, BAZANOW et al. 2018, GUERRERO-CARVAJAL et al. 2021, REXHEPI et al. 2021). Niedrige
Seropravalenzen wurden aus Kroatien (0,4 %) und Polen (0,3 %) gemeldet, wahrend in England keine
WNV-Infektionen festgestellt wurden (MADIC et al. 2007, NICZYPORUK et al. 2015, FOLLY et al.
2020). Da das WNV in Siidosteuropa seit vielen Jahren endemisch ist, iberrascht es nicht, dass ein
langerer Zeitraum der Viruszirkulation zu hoheren Seropravalenzen in diesen Gebieten fihrt. Friihere
Studien aus Polen und Kroatien, die in der Vergangenheit niedrigere Seropravalenzen meldeten,

wurden durch Studien mit héheren festgestellten Seropravalenzen aktualisiert, diese deuten auf eine
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anhaltende Ausbreitung des WNV in der Pferdepopulation in diesen Landern hin. Ein dhnlicher Effekt
ist fir Deutschland zu erwarten. Das Fehlen bestatigter positiver Ergebnisse aus England ist ein
starker Indikator dafiir, dass das WNV in GroBbritannien noch nicht prasent ist. Das Fehlen
neurologischer Symptome entspricht den Ergebnissen friiherer Studien (GARDNER et al. 2007,
NIELSEN et al. 2008, ANGENVOORT et al. 2013).

In der vorliegenden Studie wurden die Seren nicht auf WNV-IgM-Antikérper oder spezifische WNV-
RNS untersucht, da die Wahrscheinlichkeit eines positiven Nachweises aufgrund des Fehlens akuter
klinischer Symptome bei den beprobten Pferden und aufgrund der Jahreszeit, in der die
Serumproben entnommen wurden, als zu gering eingeschatzt wurde. Wahrend der Wintersaison
treten bei Pferden in Deutschland keine WNV-Infektionen auf, weil die Vektoren nicht mehr aktiv
sind (KAMPEN et al. 2021). Allerdings kann es immer noch zu verzogerten Meldungen kommen,
sodass das Eintragungsdatum im Tierseucheninformationssystem nicht unbedingt dem Zeitpunkt der
klinischen Erkrankung oder des positiven Testergebnisses entspricht. Ahnlich wie bei Ganzenberg et
al. 2022 waren acht Seren im cELISA positiv, wurden aber nicht im Neutralisationstest bestatigt.
Mogliche Erklarungen sind das Vorhandensein von kreuzreagierenden Antikérpern gegen andere
Flaviviren, fur die kein Neutralisationstest durchgefiihrt wurde, wie das Japanische Enzephalitis-Virus
(JEV), das Louping-Ill-Virus (LIV) oder ein anderes unerkanntes Flavivirus. JEV und LIV sind jedoch in
Deutschland noch nicht nachgewiesen worden (BECK et al. 2013). Eine alternative Erklarung, ndmlich
das Vorhandensein von nicht-neutralisierenden Antikdrpern gegen das WNV in einem frihen
Infektionsstadium ohne das Vorhandensein von neutralisierenden Eigenschaften gegen das WNYV,
wie von Ganzenberg et al. 2022 diskutiert, wird in dieser Studie als unwahrscheinlich angesehen, da
neutralisierende Antikérper ab 12 Tage nach einer WNV-Infektion beim Pferd nachweisbar sind, und
der letzte mogliche Infektionszeitpunkt fir alle in der Studie beprobten Pferde mindestens 4 Wochen
zurickliegt (BIELEFELDT-OHMANN et al. 2017). Weiterhin sind akute Infektionen wahrend des
Probenentnahmezeitraums auch aufgrund der niedrigen Temperaturen und der damit verbundenen
niedrigen Abundanz von Vektoren als unwahrscheinlich einzustufen (SAUER et al. 2022).

Da in der logistischen Regression keine Risikofaktoren fur WNV-Seropositivitat ermittelt wurden,
wurde ein erweitertes Regressionsmodell erstellt, das 17 bekannte seropositive Pferde aus der
Studie von 2020 einschlieBt (GANZENBERG et al. 2022). Dieses ergab ein reduziertes Risiko fur
Pferde, die standig im Freien gehalten wurden und fir Pferde, bei denen Repellentien verwendet
wurden (Tabelle 9, Erganzende Daten der Publikation). Die Assoziation der permanenten
AuRenhaltung mit der WNV-Seropositivitdt steht im Widerspruch zu den bisherigen Erkenntnissen,
und es fehlt bislang eine plausible Erklarung. Die Verwendung eines Repellents als Schutzfaktor

gegen WNV-Seropositivitdt ist hingegen aufgrund der Schutzwirkung dieser Produkte gegen
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Insektenstiche plausibel. Da die Signifikanz der beiden Modelle gering ist, sind weitere
Untersuchungen erforderlich, um diese Risikofaktoren zu bestatigen.

Vergleicht man die in dieser Studie ermittelten Ergebnisse mit den offiziell gemeldeten humanen
WNV-Féllen des Robert-Koch-Instituts, fallt auf, dass auch in Landkreisen in denen noch keine WNV-
Erkrankungen beim Menschen aufgetreten sind, seropositive Pferde gefunden wurden (ROBERT
KOCH-INSTITUT 2023b). So wurden bis jetzt noch keine humanen WNV-Erkrankungen aus den
Landkreisen Potsdam-Mittelmark, Dahme-Spreewald, Elbe-Elster, Oberspreewald-Lausitz, Dresden
und Mittelsachsen gemeldet. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen jedoch nahe, dass sich in
diesen Landkreisen bereits Pferde mit dem Virus infiziert haben und daher auch Menschen in diesen
Regionen einem realen Infektionsrisiko ausgesetzt sind. Weiterhin werden durch positive
serologische Ergebnisse beim Pferd, aktive Infektionszyklen in den Landkreisen Wittenberg,
Salzlandkreis, Saalekreis, Leipzig-Land, Nordsachsen und MeiRen bestatigt. Diese Beobachtungen
stimmen mit den Fallmeldungen des RKI liberein, da aus diesen Landkreisen auch humane WNV-Fille
gemeldet wurden. Somit decken sich die serologischen WNV-Nachweise bei Pferden in dieser Studie
mit den offiziellen Fallmeldungen des RKI und geben dariiber hinaus Aufschluss, in welchen
angrenzenden Landkreisen ebenfalls humane WNV-Fille zu erwarten sind, da sich dort bereits
Pferde infiziert haben.

Im Landkreis Jerichower Land wurden bis jetzt keine Falle bei Menschen, Pferden oder Vogeln
gemeldet. In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch bei einem Pferd aus diesem Landkreis
neutralisierende Antikorper gegen das WNV nachgewiesen werden. Aus der Besitzerbefragung ging
jedoch hervor, dass dieses Pferd erst seit einigen Wochen im Bestand war. Somit liegt der Schluss
nahe, dass sich dieses Pferd wahrscheinlich nicht im Bestand mit dem WNV infiziert hat und hier
nicht sicher von einer autochthonen WNV-Infektion aus dem Landkreis Jerichower Land
ausgegangen werden kann.

Die Grenzen des Einsatzes von Pferden als WNV-Sentinel lassen sich gut am Beispiel des Landkreises
Dessau-RoRlau veranschaulichen. In diesem kam es bis heute noch zu keinem berichteten Fall bei
Menschen, Pferden oder Vogeln und auch die vorliegende Studie konnte keinen serologischen
Hinweis auf eine WNV-Infektion beim Pferd finden. Entomologische Untersuchungen wiesen jedoch
in diesem Landkreis WNV-infizierte Stechmiicken nach und implizieren damit ein reales
Infektionsrisiko fiir Mensch und Tier (KAMPEN et al. 2021). Anhalt-Bitterfeld ist der einzige Landkreis,
in welchem die vorliegende Studie keinen serologischen WNV-Nachweis beim Pferd zeigen konnte.
Die vorangegangene Arbeit von Ganzenberg et al. 2022 wies jedoch 2020 neutralisierende

Antikorper gegen das WNV bei neun Pferden nach.
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4.2 Usutu-Virus

Seit seinem ersten Auftreten in Mitteleuropa im Jahr 1996 wurde das USUV in vielen europdischen
Landern, darunter auch Deutschland, isoliert (WEISSENBOCK et al. 2002, VILIBIC-CAVLEK et al. 2020).
Die vorliegende Studie bestatigte zuvor nachgewiesene Antikorper gegen das USUV bei vier erneut
getesteten Pferden und entdeckte ein neues USUV-seropositives Pferd sowie ein Pferd mit einer
moglichen Ko-Infektion von USUV und WNV. Bisher wurde bereits bei einem Menschen aus
Osterreich eine Ko-Infektion mit beiden Viren mittels RNS-Nachweis beschrieben (ABERLE et al.
2018). Da Ko-Infektionen von USUV und WNV bei Végeln und Stechmiicken in Deutschland bereits
beschrieben worden sind, ist davon auszugehen, dass auch Pferde sich potenziell mit beiden Viren
infizieren konnen. Diese bestatigten Ko-Infektionen wurden nach dem Nachweis von Virus-RNS aus
Vogeln und Stechmiicken beschrieben (SANTOS et al. 2021, KORSTEN et al. 2023). Da die Virdmie,
zumindest beim WNV - fiir das USUV liegen hierfiir keine Daten vor - beim Pferd im Gegensatz zum
Vogel nach einer Infektion mit den beiden Viren nur duflerst kurz ist, ist ein vergleichbarer Nachweis
bei dieser Tierart &duBerst unwahrscheinlich (BUNNING et al. 2002). Aufgrund der hohen
Kreuzreaktivitat der beiden Viren im VNT sind die Befunde der vorliegenden Arbeit lediglich
hinweisend auf das Vorliegen einer Ko-Infektion. Diese kann aber durchaus auch zeitversetzt
stattgefunden haben, da hier nur die Antikérper gegen beide Viren nachgewiesen wurden.

Weiterhin reagierte ein Pferd, das in der Vorgangerarbeit von 2020 neutralisierende Antikorper
gegen das USUV im cELISA und VNT aufwies, in der vorliegenden Arbeit negativ im CcELISA
(GANZENBERG et al. 2022). Beim Menschen konnten neutralisierende bzw. IgG-Antikdrper bis zu 2
Jahre nach einem initial positiven Testergebnis nachgewiesen werden (PERCIVALLE et al. 2020). Geht
man von einer dhnlich langen Persistenz neutralisierender Antikorper beim Pferd aus, so ist
anzunehmen, dass sich das Pferd zwischen 2018 und 2020 mit dem USUV infiziert hat.

Da die USUV-positiven Pferde nicht ins Ausland reisten, in Deutschland geboren wurden und in den
letzten zwolf Monaten vor Beprobung nicht weiter als 20 km vom Bestand weg transportiert wurden,
schlieBen wir, dass diese Infektionen wahrscheinlich autochthon im Untersuchungsgebiet erworben
wurden. Da Betriebe mit bereits bekannten USUV-positiven Pferden eingeschlossen wurden, ist die
Seropositivitatsrate von USUV in dieser Studie wahrscheinlich Gberschatzt. Da bis jetzt keine humane
USUV-Infektion in Deutschland beschrieben ist, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit in
Ubereinstimmung mit Daten aus dem Screening von Blutdatenbanken sowie des Wildvogel-
Monitorings ein reales Infektionsrisiko flir den Menschen in Deutschland auf (CADAR et al. 2017,

FRIEDRICH LOEFFLER-INSTITUT 2018, SANTOS et al. 2021).
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4.3 Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus

Unsere Ergebnisse zeigten eine Seropositivitatsrate fiir FSMEV-Infektionen von 5,6 %. Vergleichbare
Seropravalenzen wurden in Spanien (3,1 %) und Hessen (2,9 %) ermittelt (MULLER 2006, CAMINO et
al. 2020), wiahrend héhere Privalenzen in Osterreich (26,1 %), Litauen (37,5 %) und Baden-
Wiirttemberg (23,4 %) festgestellt wurden (JANITZA-FUTTERER 2003, RUSHTON et al. 2013,
PAUTIENIUS et al. 2021). Von den 69 im VNT bestatigten FSMEV-seropositiven Pferden waren 51 in
den letzten 12 Monaten nicht weiter als 20 km vom Betrieb wegtransportiert worden. Bei diesen ist
eine autochthone FSMEV-Infektion im Studiengebiet wahrscheinlich. Aufgrund der Einbeziehung von
Pferden, die bereits 2020 neutralisierende Antikorper gegen das FSMEV aufwiesen, ist die
Seropositivitatsrate flir das FSMEV wahrscheinlich (iberschatzt. Das Alter und die Anzahl der Pferde
im Betrieb waren Risikofaktoren fiir eine FSMEV-Infektion (Tabelle 10, Ergdnzende Daten der
Publikation). Pferde mit einem héheren Alter hatten ein hoheres Risiko, seropositiv zu sein. Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen einer friiheren Studie, in der ein hoherer Anteil
jungerer Pferde (Durchschnittsalter 5,9 Jahre) Antikdrper gegen das FSMEV in einer einzelnen Herde
aufwies (RUSHTON et al. 2013). In anderen Studien wurden jedoch keine signifikanten
Zusammenhange zwischen Alter und Seropositivitdt nachgewiesen (PAUTIENIUS et al. 2021). Unsere
Ergebnisse stimmen mit friiheren Befunden bei Rindern aus Ungarn (berein, bei denen Individuen,
die janger als 36 Monate waren, eine signifikant niedrigere Seropravalenz aufwiesen (SIKUTOVA et
al. 2009). Aufgrund der Beobachtung, dass alle zuvor FSMEV-positiven Pferde noch bis zu 19 Monate
nach der Erstuntersuchung FSMEV-neutralisierende Antikorper aufwiesen, erscheint ein kumulativer
Anstieg der FSME-Seropositivitdtsrate mit dem Alter in der Pferdepopulation wahrscheinlich (KLAUS
et al. 2013, GANZENBERG et al. 2022). Ein weiterer Pradiktor fir die FSMEV-Seropositivitdt war in
dieser Studie die "Anzahl der Pferde im Betrieb". Pferde in Betrieben mit einer hoheren Anzahl von
Tieren waren mit geringerer Wahrscheinlichkeit seropositiv. Eine mogliche Erklarung ist die
Zooprophylaxe-Theorie, nach der die Anwesenheit von Rindern in landlichen Malariagebieten den
Menschen vor der Infektion schitzen, indem sie Stechmiicken vom menschlichen Wirt ablenken
(MBURU et al. 2021). Ahnliche Effekte werden auch fiir die Beziehung zwischen Hirschzecken (Ixodes
scapularis) und WeiRwedelhirschen in Nordamerika diskutiert, wobei Letztere als moglicher
inkompetenter Verdinnungswirt fir die Lyme-Borreliose in Nordamerika dienen (HUANG et al.
2019). Eine andere Erklarung fir die Signifikanz dieser Variable kdnnte die schwache Korrelation mit
der Variable Alter sein. Diese negative Korrelation ist hochstwahrscheinlich auf die Einbeziehung
mehrerer Zuchtbetriebe zurlickzufiihren, da Zuchtbetriebe als Betriebe mit einer hohen Anzahl von
Pferden und insbesondere einem hohen Anteil an jungen Pferden charakterisiert waren. Da die Odds
Ratios beider Variablen nur minimal von eins abwichen muss hervorgehoben werden, dass ihr

Einfluss als relativ schwach zu bewerten ist. Weiterhin war keiner dieser Risikofaktoren in dem
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erweiterten Regressionsmodell, das alle zuvor getesteten Pferde von Ganzenberg et al. 2022 und die
vorliegende Studienpopulation einschloss, nachweisbar (Tabelle 11, Ergdnzende Daten der
Publikation).

Aufgrund der Beobachtung, dass Weidetiere als gute Sentinels fiir das FSMEV in einem bestimmten
Gebiet gelten, wiirde man einen Zusammenhang zwischen FSMEV-Fallen beim Menschen und der
Seropositivitdtsrate bei Pferden erwarten (JANITZA-FUTTERER 2003, KLAUS et al. 2013). In der
vorliegenden Studie wurde jedoch die hochste FSME-Seropositivitdtsrate im Landkreis Dahme-
Spreewald gefunden (15 %; 95 % Cl: 9,69-21,01), der nicht als offizielles Risikogebiet registriert ist
(ROBERT KOCH-INSTITUT 2023a). Auf der anderen Seite wurde in einigen offiziellen Risikogebieten,
wie z. B. Oberspreewald-Lausitz (3 %; 95 % Cl: 0,01-16,22), eine sehr niedrige Seropositivitatsrate
nachgewiesen. Weiterhin zeigten andere als Risikogebiet klassifizierte Landkreise wie Dessau-Rosslau
(17 %; 95 % ClI: 5,01-40,05) eine hohe Seropositivitdtsrate. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
FSME-Infektionen bei Pferden in dem untersuchten Gebiet regelmaRig vorkommen, auch wenn die
einzelnen Landkreise noch nicht als offizielle FSME-Risikogebiete anerkannt sind, da die Inzidenz von
FSME-Erkrankungen beim Menschen noch keine Anerkennung des Landkreises als offizielles
Risikogebiet zulasst. Die Tatsache, dass drei von vier Serokonversionen in den Landkreisen Elbe-
Elster (1) und Nordsachsen (2) auftraten, stiitzt die Vermutung, dass aktive Infektionszyklen in diesen
Landkreisen prasent sind. Anhand der Auswertung der durch den Fragebogen erhobenen Daten
ergab sich flr den nicht als Risikogebiet ausgewiesenen Landkreis Wittenberg, dass die zwei einzigen
FSMEV-seropositiven Pferde in den vergangenen zwolf Monaten weiter als 20 km vom Betrieb
transportiert worden sind und eine autochthone Infektion im Landkreis Wittenberg somit nicht
sicher ist. Im ebenfalls nicht als Risikogebiet ausgewiesenen Landkreis Elbe-Elster wurde bei elf von
zwolf Pferden ein Verbringen von mehr als 20 km vom Betrieb festgestellt. Da aber eine
Serokonversion bei dem einzigen nicht verbrachten Pferd aus diesem Landkreis festgestellt werden
konnte, gilt eine Infektion im Laufe des Jahres 2021 als gesichert. Somit stiitzen die Ergebnisse dieser
Arbeit auch in diesem Landkreis die Vermutung, dass FSMEV-Infektionen beim Pferd auch in nicht
ausgewiesenen Risikogebieten vorkommen. Eine Reisehistorie wurde weiterhin bei drei FSMEV-
seropositiven Pferden aus dem Landkreis Dahme-Spreewald und einem FSMEV-seropositiven Pferd
aus Potsdam-Mittelmark festgestellt.

Insgesamt konnten FSMEV-seropositive Pferde, neben der alleinigen Bewertung auf der Grundlage
der Zahl der menschlichen Falle, ein zusatzliches Instrument zur Bewertung des Risikos von FSMEV-

Infektionen beim Menschen sein.
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4.4 Schlussfolgerungen

Diese Studie lieferte weitere Beweise fiir das Vorkommen von Infektionen mit den drei untersuchten
Flaviviren in der mitteldeutschen Pferdepopulation.

Die Serokonversion bei Pferden fiir WNV und FSMEYV zeigt, dass diese Viren im Untersuchungsgebiet
zirkulieren und auch im Jahr 2021 auf Pferde Ubertragen wurden. Diese Arbeit bestatigt weiterhin
das Vorhandensein von USUV-Infektionen bei Pferden in Ost- und Mitteldeutschland. SchlieBlich hat
diese Arbeit die Langlebigkeit von neutralisierenden Antikérpern gegen USUV und FSMEV in
Pferdeseren fiir 15 bzw. 19 Monate in Ost- und Mitteldeutschland gezeigt. In Bezug auf den Einsatz
als Sentinels flr die drei untersuchten zoonotischen Flaviviren kommen Pferde prinzipiell in Betracht.
Im Fall des WNV konnten serologische Nachweise beim Pferd in allen Landkreisen, bei denen bisher
Falle beim Menschen aufgetreten waren, gefunden werden. Weiterhin wurde auch in Landkreisen, in
denen noch keine WNV-Infektion beim Menschen gemeldet wurden, serologisch positive Pferde
ermittelt. Im Fall der FSME konnten im Rahmen der vorliegenden Studie Antikorper bei Pferden auch
in noch nicht als Risikogebiet ausgewiesenen Landkreisen festgestellt werden. Pferde kbnnten somit
ein weiteres erganzendes Werkzeug zur Abschitzung des Risikos einer humanen FSMEV-Infektion

darstellen.
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Einleitung

Zoonotische, durch Vektoren lbertragene Arboviren (engl.: arthropod-borne-viruses) aus der Familie
der Flaviviridae, wie das West-Nil-Virus (WNV), das Usutu-Virus (USUV) und das Frihsommer-
Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV) stellen eine erhebliche Bedrohung fiir die Gesundheit von
Menschen und Tieren dar. Das WNV wurde im Jahr 2018 erstmalig in Deutschland nachgewiesen.
Seitdem wird von Infektionen bei Menschen, Pferden und Vogeln regelmaRig v. a. aus der
ostdeutschen Tiefebene berichtet. Der natiirliche Infektionszyklus des WNV und des USUV spielt sich
vorwiegend zwischen Vogeln und Stechmiicken ab, aber auch Menschen und Pferde sind immer
wieder von milden bis hin zu fatalen Krankheitsverlaufen nach einer WNV-Infektion betroffen. Eine
noch groRere Bedeutung fiir die offentliche Gesundheit wird dem Virus der Frihsommer-
Meningoenzephalitis (FSME) mit bis zu 10 000 Erkrankungen in Eurasien jahrlich zugeschrieben. Im
Gegensatz zum WNV und USUV wird es vor allem von Zecken lbertragen und hat in Kleinsaugern
sein Hauptreservoir. Da Pferde ebenfalls nach Infektionen mit dem WNV und FSMEV erkranken
konnen und spezifische Antikorper nach einer Infektion mit allen drei untersuchten Flaviviren

ausbilden, sind sie geeignet, um Aufschluss tUber deren Verbreitung in Deutschland zu geben.

Ziel der Untersuchungen

Ziel dieser Studie war der Vergleich der Flavivirus-Seropositivitatsrate in der mitteldeutschen
Pferdepopulation mit den Zahlen der 2020 durchgefiihrten Arbeit von Ganzenberg et al. 2022, sowie
die Ausweitung des Untersuchungsgebiets auf noch nicht beprobte Landkreise. Durch die erneute
Beprobung von bereits 2020 getesteten Pferden sollten Serokonversionen festgestellt und die bereits
von Ganzenberg et al. 2022 erhobenen Risikofaktoren fir eine Infektion mit dem WNV anhand des
neu gesammelten Materials Uberprift werden. AbschlieBend wurden zusatzlich anhand des

Studienmaterials Risikofaktoren fir die Infektion von Pferden mit dem FSME-Virus untersucht.

Tiere, Material und Methoden

Das bereits von Ganzenberg et al. 2022 definierte Studiengebiet, welches neun Landkreise in den
Bundeslandern Sachsen, Sachsen-Anhalt und Brandenburg umfasste, wurde fiir die erneute
Erfassung der Flavivirus-Seropositivitatsrate 2022 an der Nordgrenze um sechs Landkreise erweitert.

Erneut wurden Pferdehalter mit fiinf oder mehr gemeldeten Equiden zur Teilnahme an der Studie
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eingeladen. Zur Teilnahme waren wie bereits bei Ganzenberg et al. 2022 gesunde Pferde geeignet,
die mindestens zwolf Monate alt und nicht gegen das WNV geimpft waren, und die dauerhaft in der
Region gehalten wurden. Nach der Probennahme erfolgte bei allen Serumproben ein Screening
mittels kommerziellem kompetitivem ELISA (cELISA) auf flavivirusspezifische Antikorper. Alle
positiven und grenzwertigen Proben aus den ELISA-Untersuchungen wurden beim Referenzlabor im
Virusneutralisationstest (VNT) differenziert und bestdtigt. Die per Fragebogen erhobenen
individuellen sowie haltungsspezifischen Daten wurden mittels logistischer Regression auf
Risikofaktoren fir eine Infektion mit dem WNV und dem FSMEV untersucht.

Ergebnisse

Im Frihjahr 2022 (Januar-Marz) wurde von 1232 Pferden aus 114 Betrieben Blut entnommen und
das Serum anschlieBend im cELISA auf flavivirusspezifische Antikorper untersucht. Von allen
untersuchten Seren zeigten 125 ein positives Ergebnis. Von diesen konnten im anschlieRend
durchgefihrten VNT 40/125 (3,3 %) als neutralisierend gegen das WNV, 5/125 (0,4 %) als
neutralisierend gegen das USUV und 69/125 (5,6 %) als neutralisierend gegen das FSMEV bestatigt
werden. Bei drei Seren konnte keine eindeutige Zuordnung zu einem der drei Viren erfolgen. Diese
Seren stellen somit potenzielle Doppelinfektionen dar. AbschlieRend konnten die Antikorper aus acht
Seren keinem der drei untersuchten Viren im Neutralisationstest zugeordnet werden. Weiterhin
wurden eine WNV-Serokonversion und vier FSMEV-Serokonversionen bei in der Testung von 2020
noch seronegativen Pferden festgestellt. Bei 17 Tieren, welche 2020 positiv auf Antikdrper gegen das
FSMEV getestet wurden, waren erneut Antikérper nachweisbar. Weiterhin konnten bei vier Tieren
erneut Antikorper gegen das USUV festgestellt werden. Bei USUV-positiven Pferden waren bis zu 15
Monate und bei FSMEV-positiven Pferden bis zu 19 Monate seit der vorherigen Testung vergangen.
Wahrend im Regressionsmodell keine Risikofaktoren fiir eine WNV-Infektion festgestellt werden
konnten, wurden fir eine Infektion mit dem FSMEV das Alter der Tiere und die Anzahl der Pferde im
Bestand als Risikofaktoren ermittelt. Das Risiko einer Infektion mit dem FSMEV war bei alteren
Tieren grofRer und bei Tieren in groBen Bestanden kleiner.

Schlussfolgerungen

Diese Studie lieferte weitere Beweise fiir das Vorkommen von Infektionen mit den drei untersuchten
Flaviviren in der mitteldeutschen Pferdepopulation.

Die Serokonversion bei Pferden fiir WNV und FSMEYV zeigt, dass diese Viren im Untersuchungsgebiet
zirkulieren und auch im Jahr 2021 auf Pferde libertragen wurden. Schlief3lich hat diese Arbeit gezeigt,
dass neutralisierende Antikorper gegen das USUV und das FSMEV in Pferdeseren fir mindestens 15
bzw. 19 Monate nach einer vorherigen Infektion persistieren.

Prinzipiell kommen Pferde als Sentinels fiir alle drei untersuchten Flaviviren in Betracht. Im Fall des
WNV konnten serologische Nachweise beim Pferd in allen Landkreisen, bei denen bisher Falle beim
Menschen aufgetreten waren, gefunden werden. Weiterhin wurde auch in Landkreisen, in denen
noch keine WNV-Infektion beim Menschen gemeldet wurde, serologisch positive Pferde ermittelt.
Fir die FSME konnte die Studie Antikorper bei Pferden auch in noch nicht als Risikogebiete
ausgewiesenen Landkreisen feststellen. Pferde kénnten somit ein weiteres erganzendes Werkzeug
zur Abschatzung des Risikos einer humanen FSMEV-Infektion darstellen.
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Introduction

Zoonotic arboviruses of the Flaviviridae family, such as West Nile virus (WNV), Usutu virus (USUV),
and tick-borne encephalitis virus (TBEV), pose a significant threat to human and animal health. WNV
and USUV are mosquito-borne viruses. Since WNV emerged in Germany for the first time in 2018,
infections in humans, horses and birds have been regularly detected. The natural infection cycle of
these two viruses plays out predominantly between birds and mosquitoes, but humans and horses
are regularly affected by mild to fatal courses of disease after infection with WNV. An even greater
public health significance is attributed to the TBEV, with up to 10,000 human cases annually in
Eurasia. Unlike WNV and USUV, TBEV is transmitted primarily by ticks and has its main reservoir in
small mammals. Since horses also show clinical signs after infection with WNV and TBEV and form
specific antibodies against all 3 investigated flaviviruses, they are suitable for providing information

about flavivirus distribution in Germany.

Aims of the study

This study aimed to compare the flavivirus seropositivity rate in the eastern-central German horse
population with the 2020 results from Ganzenberg et al. (2022), and to extend the study area to
counties not yet sampled. By re-sampling horses already tested in 2020, seroconversion of formerly
seronegative horses to seropositive horses was investigated. Furthermore, risk factors for WNV
infection determined by Ganzenberg et al. in 2020 were verified using newly collected data, and risk

factors for infection of horses with TBEV were additionally examined using the study material.

Animals, material, and methods

The study area defined by Ganzenberg et al. 2022, which included nine counties in the states of
Saxony, Saxony-Anhalt, and Brandenburg, was extended by 6 counties at the northwestern border to
define the new study area for the 2022 sampling. Once again, horse owners with five or more
registered equids were invited to participate in the study. As described by Ganzenberg et al. 2022,
healthy horses that were at least 12 months old, not vaccinated against WNV and kept permanently
in the region were eligible to participate. All collected serum samples were screened for flavivirus-
specific antibodies using a commercial competitive ELISA (cELISA). All positive or borderline samples

from the cELISA assays were differentiated and confirmed at the reference laboratory via virus
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neutralization test (VNT). Individual and holding-specific data were collected by questionnaire and
analyzed for risk factors for infection with WNV and TBEV using logistic regression.

Results

From January to March 2022, blood was collected from 1232 horses residing on 114 holdings, and
tested for flavivirus-specific antibodies by cELISA. Of all sera tested, 125 showed a positive or
equivocal result. Of these, 40/125 (3.3 %) could be confirmed as containing neutralizing WNV, 5/125
(0.4 %) as neutralizing USUV, and 69/125 (5,6 %) as neutralizing TBEV in the subsequently performed
VNT. In 3 sera, no clear assignment to one of the three viruses could be made. These sera, therefore,
represent potential double infections. Eight sera did not contain neutralizing antibodies against any
of the 3 tested viruses. Furthermore, one WNV seroconversion and 4 TBEV seroconversions were
detected in horses that had tested seronegative in 2020. In 17 animals which tested positive for
antibodies against TBEV in 2020, antibodies could still be detected. Furthermore, antibodies against
USUV were detected again in 4 animals. Based on the time period between sample collections,
antibodies against USUV persisted for at least 15 months, and antibodies against TBEV persisted for
at least 19 months. While the WNV regression model did not identify any risk factors for WNV
infection, the age of the animals and the number of horses on the holding were identified as risk
factors for TBEV infection. The risk of infection with TBEV was bigger in older animals, whereas it

became smaller in animals on larger holdings.

Conclusions

This study provided further evidence for the occurrence of infections with the three investigated
flaviviruses in the eastern-central German horse population.

Seroconversion of horses for WNV and TBEV indicates that these viruses are circulating in the study
area and were also transmitted to horses in 2021. Finally, this work demonstrated the persistence of
neutralizing antibodies against USUV and TBEV in horse sera for at least 15 and 19 months,
respectively.

In principle, horses can be considered sentinels for all 3 flaviviruses. In the case of WNV, neutralizing
antibodies in horses were found in all counties where human cases had occurred so far.
Furthermore, serologically positive horses were also found in counties where WNV infection in
humans had not yet been reported. For TBEV, the study was able to detect antibodies in horses even
in counties not yet designated as official risk areas. Horses could thus represent a complementary
tool for assessing the risk of human TBEV infection.
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