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Einleitung

1. Einleitung

Der Rotfuchs (Vulpes vulpes) ist unter den Wildtieren das am haufigsten vorkommende
Raubtier Europas. Aufgrund seiner enormen Anpassungsfahigkeit, dem Fehlen von natiirlichen
Fressfeinden und dem omnivoren Fressverhalten, breitet sich der Fuchs zunehmend im
menschlichen Siedlungsraum aus (JANKO et al. 2012). Der Rotfuchs fungiert sowohl durch
seine Lebensweise als auch durch sein Fressverhalten als Wirt fiir eine Vielzahl von Ekto- und
Endoparasiten (OTRANTO et al. 2015). Die Ektoparasiten, vor allem Flohe, Zecken und
Stechmiicken, sind potentielle Vektoren fiir verschiedene bakterielle, virale und parasitire
Erreger. Bei einigen dieser Erreger handelt es sich um Zoonosen, die im Endwirt Mensch
teilweise schwere Krankheitsbilder verursachen kénnen.

Eine der wichtigsten von Zecken-iibertragbaren Zoonose wird durch das Frithsommer-
Meningoenzephalitis-Virus (FSME-Virus) ausgelost. Das FSME-Virus zirkuliert zwischen
kleinen Nagetieren als Reservoirwirte, domestizierten Haus- und Wildtieren als Endwirte und
der Zecke als Vektor (PFEFFER et al. 2018). Der Hauptiibertragungsweg ist der Zeckenstich.
Obwohl Fiichse regelméfig mit Zecken befallen sind (MEYER-KAYSER et al. 2012), ihre
Hauptnahrungsquelle potentiell infizierte Nagetiere sind (LUTZ 1978) und sie als Trager-Wirte
infizierte Zecken in menschliches Habitat einbringen konnen (DOBLER et al. 2011), ist ihre
Rolle im FSMEV-Ubertragungszyklus bisher unklar.

Die Ubertragung der Erreger von der Zecke auf den Wirt erfolgt iiber den Zeckenstich wihrend
der Blutmahlzeit (SIMO et al. 2017). Fiir die Dauer des Stichs ist die Zecke fest in der Haut des
Wirtes verankert durch das mit Widerhaken versetzte Hypostom und das Ausbilden von Zement
(DEPLAZES et al. 2016). Erstaunlicherweise findet man beim Rotfuchs Zecken, die
normalerweise fest in der du3eren Haut verankert sind, im subkutanen Gewebe.

Die vorliegende Doktorarbeit hat daher das Ziel, eine systematische Erhebung dieses
Phinomens bei Fiichsen inklusive einer Speziesbestimmung der Zecken und der
Charakterisierung pathohistologischer Abbauprozesse im subkutanen Gewebe durchzufiihren.
Zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit ist die serologische Untersuchung auf FSME-spezifische
Antikorper beim Rotfuchs. Bislang existieren keine Studien, die die Sensitivitdt und Spezifitét
der verschiedenen serologischen Nachweismethoden beschreiben. Deswegen wurde der
Seropridvalenzstudie ein Methodenvergleich von ELISA, IFT und NT vorangestellt. Die
Ergebnisse der Serologie sollen die Rolle und Relevanz des Fuchses im Ubertragungszyklus
des FSME-Virus aufzeigen. Aulerdem soll gepriift werden, ob der Rotfuchs als Sentinel fiir
das Infektionsrisiko des Menschen fiir FSME geeignet ist.
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2. Literaturibersicht

2.1 Der Rotfuchs (Vulpes Vulpes)

2.1.1 Taxonomie und Morphologie

Der Rotfuchs (Vulpes vulpes) ist die einzige in Mitteleuropa vorkommende Fuchsart.
Systematisch wird er in die Klasse der Sdugetiere (Mammalia) eingeordnet und gehdrt zur
Ordnung der Raubtiere (Carnivora). Innerhalb der Ordnung der Raubtiere wird der Rotfuchs zu
der Familie der Hundeartigen (Canidae) und zur Gattung Vulpes gezéhlt. In der Gattung Vulpes
wird insgesamt zwischen 10 Arten unterschieden, die hiufigste und am weitesten verbreitete
Art ist der Rotfuchs (Vulpes vulpes) (LABHARDT 1990).

Der Rotfuchs besitzt als Wildcanide die kennzeichnenden Merkmale der Familie der Canidae:
Einen stark verldngerten Gesichtsschéddel, groe und sehr bewegliche, stehende Ohrmuscheln,
ein vielfiltig einsetzbares Allesfressergebiss, einen langen, buschigen Schwanz, einen
schlanken, wendigen Korperbau und relativ stumpfe, unbewegliche Krallen (LABHARDT
1990).

2.1.2 Geografische Verbreitung

Abb. 1 Geografische Verbreitung des Rotfuchses nach LABHARDT 1990

Der Lebensraum des Rotfuchses erstreckt sich iiber die gesamte nordliche Hemisphére: Im

Norden bis an die polare Grenze, im Siiden bis Nordafrika und dem Australischen Kontinent.
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Damit besitzt er die grofite geografische Reichweite aller Mitglieder der Ordnung Carnivora
(MACDONALD 1993; LABHARDT 1990; HAUER et al. 2009). Nicht zu finden ist der
Rotfuchs in Island, den arktischen Inseln, einigen Teilen Sibiriens oder in extremen Wiisten.
Im 17. Jahrhundert wurde der Rotfuchs in die Vereinigten Staaten und nach Kanada
eingeschleppt. Eine weitere Einflihrung erfolgte im 19. Jahrhundert nach Australien, wo er sich
durch das Fehlen von Fressfeinden und ein reiches Nahrungsangebot rasant ausbreitete
(ADKINS et al. 1998).

Seine enorme Anpassungsfahigkeit ermdglicht dem Rotfuchs die Verbreitung in Kiisten-,
Steppen- und Wiistenregionen, Gebirgen bis zu 4000 m, Wald- und Parklandschaften, offene
Kulturlandschaften und dicht besiedelte menschliche Lebensraume (MACDONALD 1993).
Besonders ist hieran, dass sich der Fuchs trotz seiner weiten globalen Ausbreitung, lokal
standorttreu verhdlt und sich in relativ kleinrdumigen Revieren fortbewegt (MACDONALD
1993).

2.1.3 Populationsdichte und Reviergrofie in Deutschland

Der Rotfuchs stellt keine besonderen Anforderungen an seinen Lebensraum und besiedelt
bevorzugt strukturreiche Landschaften, in denen sich Wald, Wiesen und offene
Kulturlandschaften abwechseln.

In regelmiBigen Abstinden werden tiiber das Monitoring-Programm WILD (Wildtier-
Informationssystem der Linder Deutschlands) Wildbestinde in Deutschland iiber die
Jagerschaft abgefragt. In Bezug auf den Rotfuchs werden dabei die Sichtungen von Altfiichsen
und die Anzahl der Fuchswiirfe pro Jagdrevier ermittelt. Bei der flichendeckenden Erfassung
des Rotfuchses im Jahr 2015 wurden in 98 % der beteiligten Jagdbezirke Rotfiichse gesichtet
mit einer mittleren Wurfbaudichte von 0,9 Wiirfen /1 km? Jagdbezirksfliche (ARNOLD et al.
2016). Daraus erfolgt die Berechnung des Friihjahrsbesatzes (Altfiichse/km?) und der
Jungtierdichte nach der Methode von STUBBE (1988). Dementsprechend belduft sich der
Besatz im Frithjahr 2015 auf 2,1 Altfiichse pro 1km? und 3,9 Welpen pro 1km?
Jagdbezirksfliche (ARNOLD et al. 2016). Die Anzahl der Welpen pro km? ist um
durchschnittlich 25 % im Vergleich zu 2013 gestiegen und bedeutet einen enormen jéhrlichen
Zuwachs der Fuchspopulation (ARNOLD et al. 2016).

Mit der gleichen Methodik haben JANKO et al. (2013) die Populationsdichte in einem Stadt-
Land-Gradienten ermittelt. Denn durch den Lebensraumschwund in der offenen
Kulturlandschaft werden immer hohere Fuchs-Populationsdichten in Stidten beobachtet

(JANKO et al. 2012). Die Populationsdichte der Fiichse nimmt von Offenlandschaften (1,0
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Altfiichse/km?), iiber Dérfer und Kleinstidte (2,5 Altfiichse/km?) bis hin zur GroBstadt (15,7
Altfiichse/km?) kontinuierlich zu. Entsprechend ergibt sich eine direkte Korrelation zwischen

der Urbanisierung des Lebensraumes und der Fuchsdichte. (JANKO et al. 2013).

Abb. 2 Schematische Darstellung der Fuchs-Populationsdichten (Fiichse pro km?) im Stadt-
Land Gradienten (JANKO et al. 2013)

Die zunehmende Ausbreitung des Fuchses in den Stiddten resultiert daraus, dass die
Schliisselressourcen (1) ausreichendes Nahrungsangebot, (2) Deckung bei Tag und (3)
Moglichkeit fiir das Anlegen von Wurfbauen in stadtischen Habitaten, allesamt erfiillt sind
(JANKO et al. 2013). Mit hoher Wahrscheinlichkeit gibt es aktuell in Mitteleuropa bis auf die
Stadtkerne einiger Grof3stidte keine fuchsfreien Besiedlungsraume mehr (GORETZKI et al.
1982).

Als Revier oder Homerange wird das Gebiet bezeichnet, welches das Tier bei seinen
physiologischen Aktivititen wie Nahrungssuche, Fortpflanzung und Aufzucht der Jungen
durchstreift (BURT 1943). Die Grofle des Reviers von Rotfiichsen ist ebenso wie die
Ausbreitung abhingig von den drei Schliisselressourcen (JANKO et al. 2013). Wenn diese
Schliisselressourcen auf engstem Raum erfiillt werden, wird das Revier dementsprechend klein
angelegt und umgekehrt. Dadurch ergeben sich variable Reviergroen je nach Struktur des
Lebensraums. Das groBte Revier haben ldndlich lebende Fiichse mit mehr als 2 km?
(CAVALLINT et al. 1994; REYNOLDS et al. 1995; DEKKER et al. 2001; WALTON et al.
2017). Urbane Fiichse bewegen sich in einer ReviergréBe von 0,1 km? bis 0,63 km? (ADKINS
et al. 1998; WHITE et al. 2006; MARKS et al. 2006).

Insgesamt bewegt sich der Fuchs sowohl in stidtischen als auch in ldndlichen Habitaten in
relativ kleinrdumigen Revieren fort. Das hat den Vorteil, dass bei einer postmortalen
Untersuchung auf Vektoren oder Vektor-iibertragene Pathogene der Erlegungsort des Fuchses

mit dem Infektionsort gleichgesetzt werden kann.
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2.1.4 Nahrungsauswahl des Rotfuchses

Der Rotfuchs ist ein anspruchsloser Allesfresser, wenngleich tierische Nahrung in Form von
frischem Fleisch bevorzugt wird (MACDONALD 1993). Die Nahrungsauswahl variiert lokal
und saisonal und umfasst folgende Komponenten: Nahrungsabfille, Regenwiirmer, kleine
Nagetiere, Vogel, Kaninchen, Insekten, Obst und Friichte (MACDONALD 1993). Die Nahrung
wird je nach Verfiigbarkeit der Ressourcen ausgewdhlt, sodass der Fuchs als Omnivore
fehlende Fleischnahrung durch beispielsweise Nahrungsabfille, Insekten oder Obst ersetzen
kann (LUTZ 1978). Entscheidend fiir die Futtersuche des Rotfuchses ist neben der
Futterverfiigbarkeit, welche Nahrung in kiirzester Zeit und mit geringstem Energieaufwand
erbeutet werden kann (MACDONALD 1977; LABHARDT 1990).

Die omnivore Erndhrung und die okonomische Futtersuche fiihren zu einer geringen
Hungersterblichkeit, einer weiten Verbreitung und einem geringen Raumanspruch
(LABHARDT 1990). In Verbindung mit der hohen Anpassungsfahigkeit und der Abwesenheit
von natiirlichen Fressfeinden, bieten sich dem Fuchs optimale Bedingungen fiir das ErschlieBen
verschiedenster Habitate (LABHARDT 1990; JANKO et al. 2013).

Bevorzugte Nahrung und Beutefavorit des Fuchses sind kleine Nagetiere (LUTZ 1978). Diese
sind besonders attraktive Beutetiere, da ihre Korpergrof3e und ihr Ndhrwert in einem positiven
Verhiltnis zu dem Energicaufwand wahrend der Jagd stehen (LABHARDT 1990). AuBlerdem
sind sie zahlreich und flachendeckend in Deutschland vorhanden (HAUER et al. 2009). In der
Literatur als Beutetiere beschrieben sind Feldmause (Microtus arvalis), Erdméuse (Microtus
agrestis), Rotelméduse (Clethrionomys glareolus), Schermiduse (Arvicola terrestris) und
kleindugige Wiithlméuse (Pitymys subterraneus) (MACDONALD 1977, LUTZ 1978).

2.2 Zeckenfauna der Fiichse

2.2.1 Taxonomie der Zecken

Zecken gehoren zu den hidufigsten obligat blutsaugenden Ektoparasiten von Sdugetieren,
Vogeln und Reptilien. In der Human- und Veterindrmedizin haben Zecken grofite Bedeutung
als Vektoren von bakteriellen, viralen und parasitdren Zoonosen (DEPLAZES et al. 2016).
Systematisch werden Zecken zu dem Stamm der Gliedertiere (Arthropoda), in die Klasse der
Spinnentiere (Arachnida) und in die Unterklasse der Milben (Acari) eingeordnet. Innerhalb der
Ordnung Metastigmata, der ca. 900 Arten angehdren, werden drei Familien unterschieden:
Ixodidae (Schildzecke), Argasida (Lederzecke) und Nuttalliellidae (MARQUARDT et al.
2005).
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Zecken, die typischerweise auf Fiichsen zu finden sind, gehoren zu der Familie Ixodidae. In
Europa parasitieren mehrere Zeckenspezies der Gattung Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis,
Hyalomma und Rhipicephalus auf der Haut von Rotfiichsen (KARBOWIAK et al. 2020;
LORUSSO et al. 2011; SANDOR et al. 2017; SOBRINO et al. 2012).

Da ausschlieBlich Zecken der Familie Ixodidae auf dem Rotfuchs parasitieren, werden im

Folgenden lediglich die Eigenschaften dieser Familie charakterisiert.

2.2.2 Lebenszyklus der Ixodidae

Zecken der Familie Ixodidae durchlaufen einen vierstufigen Entwicklungszyklus — Ei, Larve,
Nymphe und Adulte. Nach dem Schlupf aus dem Ei, benétigt jedes der drei postembryonalen
Entwicklungsstadien eine Blutmahlzeit fiir das Erreichen des néchsten Stadiums oder fiir die
Eiablage (Weibchen) (OLIVER 1989).

Wihrend des mehrjdhrigen Entwicklungszyklus parasitieren Zecken nur temporér wenige Tage
bis iiber eine Woche auf dem Wirt fiir die Nahrungsaufnahme. Die freilebenden Phasen
verbringen die Zecken entweder in der offenen Vegetation (exophil) oder in Nestern und
Tierbauten (endophil).

Die Wirtsuche ist abhdngig von der Lebensweise der Zecken. Exophile Zecken (z. B. 1. ricinus)
suchen beispielsweise in der Vegetation ihren Wirt (SOBRINO et al. 2012). Dabei bevorzugen
die verschiedenen Entwicklungsstadien unterschiedliche Wirte. Die Larven parasitieren
hauptsédchlich auf Kleinsdugern und Végeln. Nymphen bevorzugen mittelgrofle Sdugetiere wie
beispielsweise Kaninchen, Igel oder Eichhornchen. Adulte Stadien saugen auf Wildschweinen,
Rehen oder Fiichsen. Die Ménnchen dieser Zeckenspezies sind vor allem fiir die Paarung mit
einem Weibchen auf dem Wirtstier zu finden und saugen nur fakultativ Blut.

Dagegen sind endophile Zecken (z. B. I. hexagonus, I. canisuga) hoch spezialisiert auf einen
Wirt und leben in den Nestern oder Bauten ihrer bevorzugten Wirte. Alle drei
Entwicklungsstufen parasitieren auf dem gleichen Wirtstier und die Kopulation findet
aullerhalb des Wirtes statt. Aus diesem Grund sind die Minnchen dieser Zecken nur sehr selten
auf dem Wirtstier zu finden (PFAFFLE et al. 2011; WALKER 2018).

Nachdem ein passender Wirt gefunden ist, sucht die Zecke mit Hilfe von Sensillen, die an den
Chelizeren sitzen, eine geeignete Hautpartie fiir die Blutaufnahme. Bei Sensillen handelt es sich
um Sinnesorgane der Zecke, die an der Wahrnehmung von Temperatur und Vibrationen der
Wirtshaut beteiligt sind (DEPLAZES et al. 2016). Bevorzugt werden wenig behaarte und
dinnhdutige Korperstellen wie beispielsweise Kopf, Achselhdhlen, Inguinal- und

Perianalregion (ESCCAP 2018).
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Wihrend des Zeckenstichs wird die Haut des Wirtes initial mit den Chelizeren angeritzt und
anschlieBend wird das mit Widerhaken besetzte Hypostom in der entstandenen Wunde
verankert. Mit dem Stich gibt die Zecke ihren Speichel in die Wunde ab. Dieser Speichel enthélt
ein als Zement bezeichnetes Sekret, das die Mundwerkzeuge der Zecke fest in der Wunde
fixiert. Aulerdem enthélt der Speichel Substanzen, die die Blutgerinnung sowie Entziindungs-
und Immunreaktion des Wirtes hemmen (SUPPAN et al. 2018).

Im Zuge des Zeckenstichs graben sich die verschiedenen Zeckenspezies unterschiedlich tief in
die Haut ein. Anhand der Anatomie ihrer Mundwerkzeuge werden sie in zwei Kategorien
eingeteilt. Zecken mit kurzen Mundwerkzeugen werden als Brevirostra (z. B. Dermacentor,
Haemaphysalis, Rhipicephalus) bezeichnet und penetrieren nur die oberflachlichen Schichten
der Epidermis. Kennzeichnend fiir Longirostra (z. B. Amblyomma, Hyalomma, Ixodes) sind
lange Mundwerkzeuge, die bis in tiefe Schichten der Dermis eindringen konnen (KLOMPEN
2005; SLOVAK et al. 2014)

Die Dauer des Saugaktes kann bei Larven 2-4 Tage, bei Nymphen 3-5 Tage und bei Weibchen
7-10 Tage andauern (GERN 2009). Minnliche Ixodes-Zecken saugen nur fakultativ Blut und
nehmen mehrere kleine Blutmahlzeiten zu sich (OLIVER 1989). Nach Vollendung der
Blutmahlzeit 16st sich die Zecke von der Wirtshaut und ldsst sich gezielt in zum Beispiel Laub
fallen (KHEISIN et al. 1956). Auf dem Boden hiutet sie sich zu dem nichsten
Entwicklungsstadium bzw. das Weibchen legt die Eier. Wéhrend 1. ricinus Weibchen zwischen
1000-2500 Eier legen, kann das Eigelege von D. reticulatus tiber 5000 Eier umfassen (OLIVER
1989).

2.2.3 Zeckenarten bei Fiichsen aus Deutschland

Der Rotfuchs beherbergt zahlreiche Endo- und Ektoparasitenarten. Die Ektoparasitenfauna des
Fuchses wird dominiert durch Flohe und Zecken, die als Vektoren verschiedene infektiose
Erreger auf den Fuchs iibertragen konnen (Abschnitt 2.2.5). Derzeit existieren nur wenige
Arbeiten zu der Zeckeninfestation des Fuchses in Deutschland, die allerdings durchweg hohe
Privalenzen von 73 % - 76,9 % beschreiben (SCHOFFEL et al. 1991; MEYER-KAYSER et
al. 2012). In einer Vergleichsstudie wurde festgestellt, dass bei Fiichsen mit manifester Rdude
eine erhohte Befallsintensitit (82,6 % vs. 76,9 %) zu verzeichnen ist. Zudem ist die
durchschnittliche Anzahl an Zecken (033,4 Zecken/Tier vs. 11,7 Zecken/Tier) im Vergleich
zu klinisch unauffilligen Tieren erhoht (MEYER-KAYSER et al. 2011).

Am héufigsten ldsst sich I. ricinus auf der Haut von Fiichsen nachweisen, gefolgt von I.

hexagonus und I. canisuga (CORNELY et al. 1992; HEIDRICH 2000; LIEBISCH et al. 1986;



Literaturiibersicht

SCHOFFEL et al. 1991; MEYER-KAYSER et al. 2012). Deutlich seltener werden auch D.
reticulatus, I. kaiseri und H. concinna gefunden (LIEBISCH et al. 1997; MEYER-KAYSER et
al. 2012; HORNOK et al. 2017).

Die Wirtspriferenz der einzelnen I. ricinus Stadien spiegelt sich in der Zeckenfauna des
Fuchses wider. Es parasitieren hauptsdachlich Nymphen und Adulte I. ricinus Zecken auf dem
Fuchs (CORNELY et al. 1992; MEYER-KAYSER et al. 2012). Aufgrund der oben genannten
endophilen Lebensweise von |. canisuga parasitieren alle drei Entwicklungsstadien dieser
Zeckenspezies ganzjahrig auf dem Rotfuchs. Auch die endophile Igelzecke I. hexagonus wird
hdufig in Fuchsbauten und auf den Fiichsen selbst gefunden (LIEBISCH et al. 1986;
CORNELY etal. 1992; MEYER-KAYSER et al. 2012).

Hinsichtlich des Geschlechts der Zecken, die auf dem Rotfuchs gefunden werden, sind
deutliche Unterschiede erkennbar. Diese Unterschiede beruhen ebenfalls auf den
unterschiedlichen Lebensweisen der Zecken. Ménnliche I. hexagonus und I. canisuga werden
nur sehr selten auf dem Fuchs gefunden, da die Paarung dieser Zeckenarten auflerhalb des
Wirtes im Bau oder im Nest stattfindet. Dagegen werden regelméfig die Mannchen von I.
ricinus und D. reticulatus von dem Rotfuchs abgesammelt, da die Mannchen das Weibchen
wihrend des Saugaktes auf dem Wirt begatten (CORNELY et al. 1992; MEYER-KAYSER et
al. 2012).

2.2.4 Phinomen subkutane Zecken

Zecken sind wie o. g. typische Ektoparasiten, welche in komplexer Weise mit ihrem Wirt
interagieren. Wihrend des Stichs sind sie durch die Widerhaken am Hypostom und durch das
Ausbilden von Zement fest in der duBBeren Haut des Wirtes verankert. Erstaunlicherweise ist
jedoch bereits in mehreren Arbeiten eine subkutane Lokalisation von Zecken beschrieben
worden.

Dieses Phanomen konnte erstmals beim Rotfuchs 1914 von NUTTAL (1914) in GroB3britannien
beobachtet werden. Danach folgten weitere Berichte und Nachweise aus Polen (DROZDZ
1958), Osterreich (HINIDAY 1971; HINAIDY 1976), der Slowakei (LEBEDA 1962; PET'KO
etal. 1991) und den Vereinigten Staaten von Amerika (SMITH et al. 1986). Bei diesen Studien
handelt es sich um Einzelfallberichte, bei denen die Fiichse oft im Rahmen anderer
Fragestellungen untersucht wurden. Die Prisenz der Zecken im subkutanen Gewebe wird
berichtet, ohne Daten iiber die Prdvalenz und Héaufigkeit der Zecken sowie mogliche

pathophysiologische Mechanismen ermittelt zu haben.
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Die erste systematische Arbeit zu dieser Thematik stammt von D'AMICO et al. (2017). Diese
Arbeitsgruppe untersuchte in Tschechien und Ruménien 91 Fiichse gezielt auf das Vorkommen
von subkutanen Zecken. Es konnte gezeigt werden, dass insgesamt 14 der 91 Fiichse (15,4 %)
mit mindestens einer bis maximal 31 subkutanen Zecken infestiert waren. Insgesamt 9 dieser
Zecken konnten morphologisch den Spezies I. ricinus, I. hexagonus, I. crenulatus und D.
reticulatus zugeordnet werden, jedoch war die Bestimmung der restlichen Zecken aufgrund der
fortgeschrittenen Zersetzung nicht moglich. Da nur sehr wenige Zecken bis auf Spezieslevel
identifiziert werden konnten, ldsst sich keine Aussage iiber die Héufigkeit der einzelnen
Zeckenarten im subkutanen Gewebe treffen. Histologische Untersuchungen der Hautareale mit
subkutanen Zecken ergaben eine granulomatdse Panniculitis. Es wurden lediglich Zecken im
fortgeschrittenen Zersetzungsstadium histologisch untersucht, sodass der Zersetzungsprozess
der Zecke nicht gezeigt werden konnte. DWUZNIK (2019) untersuchte zuletzt Fiichse in Polen
und ermittelte im Vergleich zur Arbeit von D'AMICO et al. (2017) eine hohere Pravalenz von
insgesamt 38 %.

Im Jahr 2018 wurden erstmals subkutane Zecken bei Marderhunden (Nyctereutes
procyonoides) aus Polen beschrieben (MATYSIAK et al. 2018). Zwei der drei untersuchten
Marderhunden waren jeweils mit einem . ricinus Weibchen im subkutanen Gewebe infestiert.
Zusatzlich zu den o. g. Wildtieren wurde das Phidnomen subkutaner Zecken auch als
Zufallsbefund bei einem Hund in Schweden (ZAKRISSON 2010) und einem Kind in Siidkorea
(CHANG et al. 2006) beobachtet.

2.2.5 Zecken-iibertragene Krankheitserreger beim Rotfuchs

Zecken und Wildtiere sind Hauptreservoir fiir eine Vielzahl von Zecken-iibertragene
Krankheitserregern (engl.: tick-borne diseases), die wdhrend des Zeckenstichs auf den
Wirtsorganismus iibertragen werden. Bei den iibertragenen Pathogenen handelt es sich um
Viren, Bakterien, Protozoen sowie Helminthen, die im Endwirt teilweise schwere
Krankheitsbilder verursachen. Viele dieser Erreger haben zoonotisches Potential und breiten
sich zunehmend aus, sodass sie in den Fokus von medizinischer und veterindrmedizinischer
Forschung geriickt sind. Der Rotfuchs fungiert durch seine hohe Zeckenexposition als
Reservoir- bzw. Zwischenwirt und ist dadurch an der Verbreitung und Ubertragung dieser
Pathogene beteiligt. Tabelle 1 zeigt die bekannten Zecken-iibertragenen Krankheitserreger des

Rotfuchses in Europa.
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Tab. 1 Zecken-iibertragene Pathogene des Rotfuchses in Europa

Pathogen Vektor (Zeckenspezies) Referenz
Virus
Frithsommer- . ricinus, 1. persulcatus (WURM et al. 2000)

Meningoenzephaltis Virus
Bakterien

Anaplasma phagocytophilum
Anaplasma platys

Bartonella spp.

Borrelia burgdorferi-Komplex

Coxiella burnetti
Ehrlichia canis
Ehrlichia chaffeensis
Rickettsia conorii
Rickettsia slovaca
Protozoen

Babesia vulpes
Babesia venatorum
Babesia microti-Komplex
Hepatozoon canis
Helminthen
Acanthocheilonema
reconditum
Acanthocheilonema

dracunculoides

. ricinus

R. sanguineus
Arthropoden, I. ricinus
. ricinus, 1. hexagonus,

I. persulcatus, D. reticulatus

Ixodes spp. Dermacentor spp.

R. sanguineus
A. americanum
R. sanguineus

D. reticulatus, D. marginatus
I. hexagonus

. ricinus

. ricinus, 1. trianguliceps

R. sanguineus

Culicidae, R. sanguineus

Culicidae, R. sanguineus

(EBANI et al. 2011)
(CARDOSO et al. 2015)

(GERRIKAGOITIA et al. 2012)

(LLEDO et al. 2016)

(SANTORO et al. 2016)
(CARDOSO et al. 2015)
(GROEN et al. 2002)
(ORTUNO et al. 2018)
(LLEDO et al. 2016)

(NAJM et al. 2014)
(NAJM et al. 2014)
(NAIM et al. 2014)
(DEZDEK et al. 2010)

(MAGI et al. 2008)

(MAGI et al. 2008)

In dieser Arbeit wird ein besonderer Fokus auf das Frithsommer-Meningoenzephalitis Virus
gelegt. Dieses Virus kann beim Menschen eine Meningoenzephalitis verursachen und wird mit
zunehmender Fallzahl vom Robert-Koch Institut dokumentiert (Robert Koch-Institut 2020a).

Der aktuelle Forschungsstand wird im folgenden Kapitel dargelegt.
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2.3 Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME) in Deutschland

2.3.1 Verbreitung in Deutschland

Die Friihsommer-Meningoenzephalitis (FSME) gehort zu den wichtigsten von Zecken
libertragenen Zoonosen und zeigt einen teilweise schweren bis lebensbedrohlichen
Krankheitsverlauf. Ausgeldst wird FSME durch das FSME-Virus.

Das FSME-Virus wird aufgrund seiner Struktur und seinem Aufbau der Gattung Flavivirus
innerhalb der Familie der Flaviviridae zugeordent (ECKER et al. 1999). Die Verbreitung und
Ubertragung der Flaviviren erfolgt typischerweise iiber blutsaugende Arthropoden, weshalb sie
als Arboviren (Arthropod-borne Virus) bezeichnet werden. Mogliche Vektoren sind
Stechmiicken und Zecken, allerdings gibt es auch wenige Flaviviren, bei denen kein Vektor
bekannt ist. Zu den von Zecken iibertragenen Flaviviren gehoren unter anderem das Omsk-
Hamorrhagische-Fieber-Virus, das Powassan-Virus, das Louping-ill-Virus sowie das FSME-
Virus (LINDQVIST et al. 2018).

Das FSME-Virus ist in weiten Teilen Europas und Asiens endemisch und wird in mindestens
3 bestdtigten Subtypen unterteilt, den Fernostlichen, den Sibirischen und den Européischen
Subtyp (ECKER et al. 1999). Zusitzlich zu den 3 genannten Subtypen wurden ein Baikal-
Subtyp und ein Himalaya-Subtyp beschrieben (KOVALEYV et al. 2017; DAI et al. 2018).

Die drei genetisch bestitigten FSME-Virus-Subtypen verursachen dhnliche Krankheitsbilder,
die sich jedoch in Schwere der Erkrankung und der Letalitit unterscheiden (CHARREL et al.
2004; GRITSUN et al. 2003; GUNTHER et al. 2005). Die schwerste Form mit der hdchsten
Letalitat (15-20 %) wird ausgelost durch die Infektion mit dem Ferndstlichen Subtyp. Diese
kann zu einer schweren fieberhaften Erkrankung assoziiert mit einer Enzephalitis fiihren
(LINDQUIST et al. 2008; GRITSUN et al. 2003; ECKER et al. 1999). Im Gegensatz dazu
verursacht der Sibirische Subtyp weniger schwere Erkrankungen (Letalitdt bis 5 %), die sich
jedoch chronisch manifestieren konnen (LINDQUIST et al. 2008; GRITSUN et al. 2003). Der
Européische Subtyp ist vorherrschend in Europa und Infektionen mit diesem Subtyp verlaufen
typischerweise biphasisch (BESTEHORN et al. 2019). Nach einer Inkubationszeit von 7-10
Tagen treten in der ersten Phase Fieber, Unwohlsein, Kopf- und Gliederschmerzen auf. Diese
unspezifischen Symptome dauern 2 bis 4 Tage, gefolgt von einem symptomfreien Intervall von
bis zu einer Woche. Die zweite Phase wird bei 15-30 % der Patienten ausgepridgt und ist
gekennzeichnet durch eine spezifische neurologische Manifestation (Myelitis, Meningitis,
Enzephalitis). Die Letalitdt bei erwachsenen Patienten ist vergleichbar mit dem Sibirischen

Subtyp, liegt jedoch normalerweise unter 2 % (ECKER et al. 1999; GRITSUN et al. 2003).
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In Deutschland zéhlen FSME-Erkrankungen des Menschen zu den nach § 7 Abs. 1 S. 1 Nr. 15
Infektionsschutzgesetz (IfSG) meldepflichtigen Krankheiten. Durchschnittlich werden in
Deutschland ca. 350/Jahr autochthone Erkrankungen pro Jahr gezdhlt, wobei die Zahlen
zwischen 200 und knapp 600 Féllen schwanken (Robert Koch-Institut 2020b). Anhand der
erhobenen humanen Fallzahlen werden FSME-Risikogebiete auf Landkreis-Ebene ermittelt.
Wenn in einem gleitenden Fiinfjahreszeitraum die lokale Inzidenz von einem Fall pro 100.000
Einwohner tiberschritten wird, gilt ein Landkreis als Risikogebiet.

In ganz Deutschland gelten aktuell 164 Landkreise als Risikogebiete, 134 (82 %) davon in den
stidlichen Bundesldndern Bayern und Baden-Wiirttemberg. Im Jahr 2019 wurden insgesamt
444 FSME-Erkrankungen gemeldet und es sind 3 neue FSME-Risikogebiete dazu gekommen,
zweil Kreise in Sachsen (Stadkreis Dresden, Landkreis Meiflen) sowie ein Kreis in Thiiringen
(Schmalkalden-Meiningen) (Robert Koch-Institut 2020a).

Aus epidemiologischer Sicht kann Deutschland in drei Regionen unterteilt werden: Siid-,
Mittel- und Norddeutschland (DOBLER 2019). Die Region Siiddeutschland besteht aus den
Bundesldndern Bayern und Baden-Wiirttemberg. Seit der Einfiihrung der Meldepflicht in § 7
Abs. 1 S. 1 Nr. 15 IfSG im Jahr 2001 wurden ca. 85 % der humanen Fille aus diesen
stiddeutschen Bundesldndern gemeldet (Robert Koch-Institut 2020b). Von den im Jahr 2019
ibermittelten Fillen wurde bei 83 % Bayern oder Baden-Wiirttemberg als Infektionsort
angegeben (Robert Koch-Institut 2020a).

Die Region Mitteldeutschland umfasst die angrenzenden Bundesldnder Hessen, Rheinland-
Pfalz, Saarland, Thiiringen und Sachsen. In dieser Region treten immer haufiger humane
FSME-Fille auf. Zu Beginn der Aufzeichnung 2001 wurden aus dieser Region 20 Fille
gemeldet. 2013 steigerte es sich auf 45 Fille und 2019 wurden insgesamt 61 Félle {ibermittelt
(Robert Koch-Institut 2020b). Daraus folgt, dass immer mehr Landkreise als Risikogebiete
klassifiziert werden. Alle 3 neuen FSME-Risikogebiete, die 2020 dazu gekommen sind,
stammen aus der Region Mitteldeutschland (Robert Koch-Institut 2020a).

Die Region Norddeutschland erstreckt sich tliber die Bundesldnder Schleswig-Holstein,
Niedersachsen, Berlin, Nordrhein-Westfalen, Sachsen-Anhalt, Mecklenburg-Vorpommern,
Brandenburg, Hamburg und Bremen. Aus dieser Region werden nur sporadisch FSME-Fille
gemeldet. Nachdem im Jahr 2018 eine im Vergleich zu den Vorjahren deutlich erhdhte Inzidenz
humaner FSME-Erkrankungen zu verzeichnen war, wurde 2019 erstmals ein Landkreis (LK

Emsland) aus dem nordlichen Drittel als Risikogebiet eingestuft (Robert Koch Institut 2019).
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2.3.2 Ubertragungszyklus des FSME-Virus

Das FSME-Virus zirkuliert in einem geografisch strikt limitierten Naturherd zwischen
Kleinnagern als Reservoirwirten und Zecken als Vektoren. Die Ubertragung des Sibirischen
Subtyp und des Ferndstlichen Subtyp erfolgt durch I. persulcatus. Der Européische Subtyp wird
primér durch I. ricinus tibertragen (DOBLER et al. 2012). In Deutschland sind zusitzlich D.
reticulatus, D. marginatus und H. concinna als mogliche Vektoren fiir das FSME-Virus
beschrieben (RUBEL et al. 2014; CHITIMIA-DOBLER et al. 2019).

Erster Wirt (Larven): e Zweiter Wirt (Nymphen):
kleine & groRe Saugetiere

kleine Saugetiere A
v Shay

...-.‘

transovariell ¥ | 5“”&
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\Aﬁb Zweiter Wirt (Adulte):
<\
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Abb. 3 Ubertragungszyklus des FSME-Virus modifiziert nach PFEFFER und DOBLER
(2011)

Das FSME-Virus persistiert in den Speicheldriisen der Zecke und wird direkt nach dem
Zeckenstich mit der Abgabe des Speichels auf den Wirt iibertragen (SIMO et al. 2017).
I. ricinus ist, wie im Abschnitt 2.2.2 beschrieben, ecine dreiwirtige Zecke. Die drei
blutsaugenden Stadien dieser Spezies suchen fiir die Blutmahlzeit ein breites Spektrum von
Tierarten auf, unter anderem Weide- und Wildtiere, Haustiere, Végel und Menschen.
Besondere Bedeutung haben Gelbhalsmause (Apodemus flavicollus) und Rotelméuse (Myodes
glareolus) als Reservoirwirte fiir das FSME-Virus. Beide Arten entwickeln eine hochgradige
Viramie, sodass nicht infizierte-Zecken sich wéhrend der Blutmahlzeit infizieren kdénnen

(CHITIMIA-DOBLER et al. 2018).
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Die Ubertragung des FSME-Virus kann innerhalb einer Zeckenpopulation auf verschiedene
Weise geschehen. Bei der transstadialen Ubertragung bleibt die Infektion wihrend der Hiutung
zu dem néchsten Zeckenstadium bestehen (NOSEK et al. 1967), dies ist vor allem fiir die
Viruspersistenz relevant. Bei der transovariellen Ubertragung wird das Virus von einem
infizierten Weibchen auf einen Teil der gelegten Eier weitergegeben (DANIELOVA et al.
2002). Eine horizontale Ubertragung kann bei der Befruchtung von einer ménnlichen Zecke auf
das Weibchen erfolgen (ALEKSEEV 1991). Die transovarielle und horizontale Ubertragung
sind epidemiologisch unbedeutend fiir den Ubertragungszyklus. Deutlich wichtiger ist der
sogenannte Co-feeding-Effekt (LABUDA et al. 1997). Dabei infiziert eine FSME-Virus-
tragende Zecke eine nicht infizierte Zecke, wenn diese beim Saugakt auf dem gleichen Wirt
dicht nebeneinandersitzen, ohne dass eine systemische Virdmie des Wirtstieres erforderlich ist.
Eine vertikale Ubertragung zwischen verschiedenen Kleinnager-Generationen konnte sowohl
bei experimentell als auch bei natiirlich infizierten Kleinnagern gezeigt werden. Dieser
Ubertragungsweg scheint essentiell fiir das Uberdauern von Naturherden zu sein, wenn
temporéar kein kompetenter Vektor vorhanden ist (BAKHVALOVA et al. 2009).

Das FSME-Virus kann auBlerdem {iber den alimentdren Infektionsweg iibertragen werden.
Wenn sich Milch-liefernde Tiere via Zeckenstich mit FSME-Viren infizieren, werden wihrend
der Virdmiephase FSME-Viren iiber mehrere Tage mit der Milch ausgeschieden (BALOGH et
al. 2012). Wird diese Milch im unpasteurisierten Zustand als Rohmilch oder Rohmilchprodukt
verzehrt, ist eine Infektion mit FSME moglich (BROCKMANN et al. 2018; DOBLER et al.
2012). Durch diese effiziente Ubertragung kénnen mehrere Menschen gleichzeitig durch den
Verzehr kontaminierter Rohmilch eines Wiederkduers infiziert werden. Allerdings spielt diese
Ubertragung in der westlichen Welt insgesamt eine untergeordnete Rolle, da die Rohmilch

standardisiert pasteurisiert wird.

2.3.3 Veterindrmedizinische Diagnostik

Im Allgemeinen werden in der Veterindrmedizin die gleichen diagnostischen
Nachweismethoden wie beim Menschen verwendet. Besondere Bedeutung hat vor allem der
indirekte Nachweis einer FSME-Virus-Infektion durch die Detektion spezifischer Antikorper.
Am hiufigsten werden dafir Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Immunfluoreszenztest (IFT) und Neutralisationstest (NT) verwendet. Der ELISA und der IFT
konnen allerdings nur als Screening-Methoden verwendet werden, da es innerhalb der
Flaviviren zu Kreuzreaktionen kommen kann (DOBLER et al. 1996). Positive Proben miissen

durch einen NT verifiziert und laut dem Europidischen Zentrum fiir die Pravention und die
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Kontrolle von Krankheiten (ECDC) ist nur ein NT-Titer >1:10 beweisend fiir eine FSME
Infektion (HOLZMANN et al. 1996). Die Spezifititstestung ist mittlerweile in Mitteleuropa
notwendig, da neben dem FSME-Virus weitere Flaviviren endemisch sind (BECK et al. 2013).

2.3.4 Haus- und Wildtiere als Sentinel fiir das FSME-Virus

Derzeit erfolgt die Einstufung der Risikogebiete in Deutschland auf Basis der humanen
Fallzahlen unabhéngig von regional unterschiedlichen Impfquoten innerhalb der jeweiligen
Bundesldnder bzw. Landkreise oder geografischer Ungenauigkeiten der Meldungen. Bei einem
Anstieg der FSME-Impfrate sinkt die Anzahl der Neuinfektionen, was zu einer falsch-negativen
Einschitzung der Risikogebiete fithren kann. Der Naturherd bleibt in diesen Gebieten jedoch
auch ohne den Menschen als Fehlwirt weiterhin aktiv, sodass eine unbekannte
Ansteckungsgefahr fiir nicht vakzinierte Menschen und Haustiere besteht (DOBLER et al.
2012). Zusétzlich werden jedes Jahr 3 % der autochthonen humanen Fille auBlerhalb von
offiziellen Risikogebieten detektiert. Demzufolge ist es notwendig, die bestehende
Risikoeinschétzung zu ergénzen und anzupassen. Dies kann unter anderem durch die Suche
nach einem geeigneten Sentinel fiir das FSME-Virus erfolgen (IMHOFF et al. 2015).
Sentineltiere sind Tiere, die als Indikatoren fiir das Vorhandensein von Krankheitserregern
dienen.

Da das Virus vor allem zwischen Zecken und Kleinnagern zirkuliert, liegt es nahe, diese als
Indikator fiir das Infektionsrisiko zu untersuchen. Wihrend hohe Prédvalenzen von
verschiedenen Pathogenen wie z. B. Borrelia-Arten in Zecken nachgewiesen wurden
(RAUTER et al. 2005), findet man FSME-infizierte Zecken ausschlieBlich in kleinrdumigen
Naturherden mit einer Fliche von 0,5 km? (DOBLER et al. 2011; NOSEK et al. 1978). Die
lokale Begrenzung der FSME-Naturherde erklért, weshalb die Pravalenz infizierter Zecken in
bekannten FSME-Risikogebieten insgesamt niedrig (0,0 bis 2,4 %) ist (STEFANOFF et al.
2013; GAUMANN et al. 2010; KLAUS et al. 2009; FRIMMEL et al. 2014). Zecken sind
deshalb nicht als Indikator fiir das tatsdchliche Infektionsrisiko fiir Mensch und Tier geeignet
(IMHOFF et al. 2015).

Untersuchungen aus Deutschland, den Niederlanden, Ungarn und Slowenien haben die Priasenz
von FSME-Viren und/oder FSMEV-spezifischen Antikorpern in Kleinnagern analysiert und
Werte von 0,0-10,2 % ermittelt (ACHAZI et al. 2011; VAN DER POEL et al. 2005; PINTER
et al. 2014; KNAP et al. 2012). Vorteile in der Untersuchung von infizierten Nagetieren als
Sentinel fiir FSME-Viren sind ihre quantitativ gro3e Verfligbarkeit und die Entwicklung lange

15



Literaturiibersicht

persistierender FSME-spezifischer Antikorper. Diesen Vorteilen stehen jedoch zeit- und
kostenintensive Feld- und Laborarbeiten gegeniiber IMHOFF et al. 2015).

Viele weitere Wild- und Haustiere sind Wirte von I. ricinus und entwickeln messbare
Antikorpertiter gegen das FSME-Virus nach einer natiirlichen Infektion. Besondere Bedeutung
haben groB3e und kleine Wiederkéduer, die nahe dem Menschen auf raumlich begrenzten Weiden
leben. Wiederkduer serokonvertieren, ohne klinische Symptome der Erkrankung auszubilden.
Die Antikorper nach durchgemachter FSME-Virusinfektion sind bei Schafen und Ziegen fiir
mindestens 28 Monate nachweisbar (KLAUS et al. 2014). Problematisch ist jedoch, dass die
Seroprivalenzen nicht mit den humanen Fallzahlen korrelieren (KLAUS et al. 2012;
STEFANOFF et al. 2008; IMHOFF et al. 2015).

Bei den Haustieren stehen vor allem Hunde und Pferde im Fokus, da diese als einzige eine
klinische FSME mit neurologischer Symptomatik ausbilden (LUCKSCHANDER et al. 1999;
MULLER et al. 2006). Ein limitierender Faktor ist die Probengewinnung, da die
Besitzercompliance der Haus- bzw. Liebhabertiere sich als schwierig herausstellt. Die
Aussagekraft der Studien ist durch niedrige Probenzahlen deshalb kritisch zu hinterfragen
(BALLING et al. 2015; JANITZA-FUTTERER 2003).

Wildtiere wie z. B. Wildschweine, Reh- oder Rotwild sind Wirte vor allem fiir Nymphen und
Adulte der Ixodes-Zecken und haben durch ihre hohe Zeckenexposition ein erhdhtes Risiko,
sich mit FSME-Virus zu infizieren (VOR et al. 2010). Wildtiere serokonvertieren nach einer
FSME-Infektion, bilden jedoch keine klinische Symptomatik aus (PFEFFER et al. 2018). Die
Wildtiere sind essentieller Bestandteil des Lebenszyklus der Zecke und damit auch der
Ubertragung von FSME. Die Seroprivalenzdaten von Wildtieren sind gute Indikatoren fiir das
FSME-Infektionsrisiko und decken zum Teil neue FSME-Naturherde auf (BALLING et al.
2014). In Belgien beispielsweise konnten bei 2,9 % der 238 untersuchten Wildschweine
spezifische Antikorper nachgewiesen werden (ROELANDT et al. 2016), obwohl Belgien als
frei von autochthoner FSME gilt (DOBLER et al. 2012). Diese Ergebnisse demonstrieren die
Relevanz der Wildtiere als Sentinel. Derzeit beschrinken sich die Untersuchungen lediglich auf

Cerviden und Wildschweine.

2.3.5 Der Rotfuchs als Sentinel fiir das FSME-Virus
Der Rotfuchs ist in ganz Europa und vor allem in Deutschland mit hoher Populationsdichte
(Abschnitt 2.1.4) verbreitet und regelméfBig mit Zecken befallen. Dennoch ist seine Rolle im

FSME-Ubertragungszyklus bisher weitestgehend unbekannt (PFEFFER et al. 2018).
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Innerhalb von Europa parasitieren verschiedene Spezies der Zeckenfamilie Ixodidae auf der
Haut von Rotfiichsen. In Deutschland besteht die Zeckenfauna des Fuchses vor allem aus I.
ricinus, I. canisuga, I. hexagonus, D. reticulatus, I. kaiseri und H. concinna, wie in Abschnitt
2.2.3 beschrieben. Von diesen sind drei Spezies, 1. ricinus, D. reticulatus und H. concinna, als
Vektoren fiir FSME bestitigt (KOZUCH et al. 1971; RIZZOLI et al. 2014; KOZUCH et al.
1980). Zusitzlich konnte das Virus isoliert werden in |. hexagonus und I. canisuga (RADDA
1973). Im Jahr 2014 wurde erstmals in Kroatien das FSME-Virus von Zecken, die auf
Rotfiichsen parasitierten, isoliert JEMERSIC et al. 2014).

Zusitzlich wird die Moglichkeit diskutiert, ob eine alimentére Infektion des Fuchses durch das
Fressen von infizierten Kleinnagern, wie beispielsweise den bekannten FSME-Reservoirwirten
M. arvalis und M. agrestis (ACHAZI et al. 2011; PINTER et al. 2014; TONTERI et al. 2011),
moglich ist.

In den 1960er und 70er Jahren wurden experimentelle Infektionen via FSME-infizierter Zecken
oder via Virusinjektion bei Rotfiichsen durchgefiihrt. Infolgedessen zeigten die Fiichse
klinische Symptome einer FSME-Erkankung wie Fieber und Meningoenzephalitis. Zusétzlich
konnten eine Virdme und hohe Antikorpertiter festgestellt werden (ERNEK et al. 1958;
RADDA et al. 1969).

In dlteren Seroprdvalenzstudien aus Deutschland und den Niederlanden wurden Fiichse aus
Nicht-Risikogebieten auf FSME-Antikorper untersucht. Nur in einer der 786 Serumproben aus
Deutschland und in keiner der 399 untersuchten Serumproben aus Niederlanden konnten via
Neutralisationstest neutralisierende Antikorper gegen das FSME-Virus bestétigt werden (VAN
DER POEL et al. 2005; WURM et al. 2000). RIEGER et al. (1999) ermittelten Antikorper
gegen das FSME-Virus in jedem dritten Fuchs in Siidwestdeutschland, allerdings wurden diese
ELISA-Ergebnisse nicht verifiziert durch z. B. einen Neutralisationstest. Somit kdnnen
mogliche Kreuzreaktionen mit anderen Flaviviren nicht ausgeschlossen werden (DOBLER et
al. 1996). Gleiches gilt fiir RADDA et al. (1968), die bei 10 von 26 untersuchten Fiichsen in
Niederosterreich Antikdrper nachweisen konnten.

Schwedische Forscher konnten zudem eine positive Korrelation zwischen der humanen FSME-
Inzidenz und der GroBe der Fuchspopulation feststellen (HAEMIG et al. 2008). Eine
entsprechende Studie aus Deutschland konnte diese Korrelation jedoch nicht bestétigen
(KIFFNER et al. 2010).

Zusammenfassend ist die Rolle des Fuchses im FSME-Ubertragungszyklus weitgehend
ungeklirt. Aufgrund der o. g. Eigenschaften des Fuchses stellt sich die Frage, ob und in welcher

Form der Fuchs als Sentinel fiir das FSME-Virus geeignet ist.
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Under the skin: Ixodes ticks ot

in the subcutaneous tissue of red foxes (Vulpes
vulpes) from Germany

Maja Haut', Nina Krél', Anna Obiegala', Johannes Seeger” and Martin Pfeffer'”

Abstract

Background: Ixodes spp. are vectors of zoonotic pathogens. All three active life stages (larvae, nymphs, adults) need
to feed on a host in order to develop. Usually ticks parasitize attached to the external surface of their hosts'skin.
Interestingly, in some cases ticks can also be found in the subcutaneous tissue in a variety of hosts, such as red foxes
(Vulpes vulpes), raccoon dogs (Nyctereutes procyonoides) and dogs.

Methods: The visceral side of 126 red fox-furs from Germany was examinad visually searching for ticks. The localiza-
tion of ticks was recorded and assigned to ten specific body parts. Morphological identification of ticks was per-
formed according to standardized taxonomic protocols. Ticks which could not be further identified were examined
genetically via conventional PCR targeting the 165 rRNA and cox1 gene. Hematoxylin and eosin (H&EF) staining was
used for histopathological examination.

Results: In 111 out of 126 (88.19%) examined coats, at least one tick was found in the subcutaneous tissue. A total of
1203 ticks were removed from the subcutaneous tissue. Well-preserved ticks could be identified based on morpho-
logical criteria, but most ticks were in a progressed state of decomposition. Here, morphological species identification
was not successful. Also, PCR methods did not lead to a successful species identification. The following species and
development stages were found by morphological identification: lxodes ricinus (female, n =289; male, n=8; nymph,
n=1), I hexagonus (female, n=2), | canisuga (female, n=1). Male /. ricinus were found individually or copulating in
pairs with females. Subcutaneous ticks were localized at three predominant affected body parts: ears, axillar and ingui-
nal region. Histological examination of subcutaneous ticks revealed a granulomatous panniculitis.

Conclusions: To the authors'knowledge, this is the first finding of highly prevalent subcutaneous ticks in red foxes
from Germany. Subcutaneous location of ticks seems to be very common in red foxes and the rule rather than the
exception. Deep embedment of longirostra and long feeding times of females seem to put the subcutaneous loca-
tion in favor. Most foxes were infested in the inguinal area, where the skin is thin and less hairy.

Keywords: Ectoparasites, Subcutaneous, lxodes spp. Tick, Red fox, Germany, Europe

Background

Ticks belonging to the genera Ixodes and Dermacentor
(Family: Ixodidae) are the most prevalent in Europe [1].
All active tick life stages (six-legged larva, eight-legged

*Conespondence: Pleffer@vetmed uni-leipzigde nymph and females) require blood meals from hosts for
" Institute of Animal Hygiene and Veterinary Public Health, Faculty molting (immatures) or for oviposition (females) with the
of Veterinary Medicine, University of Leipzig, An den Tierkliniken 1, . . s

04103 Leipzig, Germany exception of males which feed facultatively and are local-
Full list of author information is available at the end of the article ized on hosts mainly for mating purposes [1, 2].

@ The Author(s) 2020, This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits use, sharing,
adaptation, distribution and reproduction in any medium or format. as long as you give appropriate credit to the original author(s) and
the source, provide a link to the Creative Commeons licence, and indicate if changes were made. The images or other third party material

in this article are included in the article’s Creative Commaons licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material
is not included in the article’s Creative Commaons licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the
permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder, To view a copy of this licence, visit httpy/creativeco
mmans.org/licenses/by/4.0/, The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (hitpy//creativecommons.org/publicdomain/
zered1.04) applies to the data made available in this article, unless atherwise stated in a credit line to the dara
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In Germany the species Ixodes ricinus, 1. hexagonus,
L canisuga and I kaiseri have been frequently collected
from foxes [3-8]. Additionally, Dermacentor reticu-
latus and Haemaphysalis concinna were occasionally
found attached to red foxes' skin [7, 9]. Ticks are usu-
ally strongly attached to the external surface of their
hosts to remain in place for a blood meal. Thereby tick’
mouthparts penetrate different skin layers, depending
on their length. Ticks with long mouthparts (longirostra
e.g. Amblyomma, Hyalomma and Ixodes) embedded into
deep layers of the dermis while ticks with short mouth-
parts (brevirostra e.g. Dermacentor, Haemaphysalis and
Rhipicephalus) barely penetrate the epidermis [10, 11].
Ixodes ricinus larvae are attached for 2—4 days, nymphs
for 4-6 days and females for 6-10 days [12].

Interestingly, in some cases ticks can also be found in
the subcutaneous tissue in a variety of hosts including
red foxes. The presence of subcutaneous ticks such as I
ricinus, I. hexagonus, I. crenulatus and D. reticulatus was
noted in red foxes in several case studies from the UK,
Poland, Austria, Romania, Slovakia and Czech Republic
[13-20]. In the USA, the native tick species Amblyomma
americanum was likewise discovered in the subcutaneous
tissue of red foxes [21].

Besides red foxes, single case reports of subcutaneous
ticks were previously recorded in raccoon dogs (Nyc-
tereutes procyonoides) from Poland [22], in a dog from
Sweden [23] and in a child from South Korea [24].

Hitherto, small sample sizes were reported in most
cases also rather as occasional findings [13-17, 21].
Thus far, no published data exist about subcutaneous
ticks in red foxes or other animals from Germany. This
is why this study is aiming to evaluate the frequency of
subcutaneous ticks in red foxes from Germany using
a large number of samples. The localization of subcu-
taneous ticks at different body regions of the red fox
has not been analyzed yet; therefore, we documented
the localization of each tick in order to determine the
abundance of these ticks in the subcutaneous tissue.
Precise species identification of subcutaneous ticks
based on morphological criteria is possible only to a
limited extent due to the advanced degradation process
in subcutaneous tissue, as seen in previous studies [18].
Hence, this study aims to use molecular biology tech-
niques to identify subcutaneous ticks to species level.

Methods

Animal collection

Between November 2018 and February 2019 local
hunters shot red foxes and other wild game in course
of traditional hunting. In cooperation with a scrape
station (Fellwechsel Berlin, Germany), local hunters
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from all over Germany deposited fox carcasses in plas-
tic bags labelled with the date and exact geographical
location in deep-freezers. Only adult foxes with good
nutritional status were selected by hunters. Fox cadav-
ers were stored at — 80 °C until flaying. For enabling the
histological studies one fox was skinned directly after
hunting.

Tick collection and identification

The visceral side of each fur was examined visually for
the presence of subcutaneous ticks. The localization of
ticks was recorded on a pre-drawn schematic picture and
assigned to ten specific body parts (ears, neck, axillar
region, shoulder, back, belly, inguinal region, anorectal
region, legs and tail) in order to create a body map of tick
density (Fig. 1), as recommended by Lydecker et al. [25].
Afterwards, the ticks were individually dissected from
the subcutaneous tissue with fine-tipped forceps and
a scalpel and stored at —20 "C (Fig. 2). Well-preserved
ticks could be identified based on morphological crite-
ria according to standardized taxonomic protocols [26]
under a binocular at 50 x magnification (Motic SMZ-171,
Motic Deutschland GmbH, Wetzlar, Germany).

DNA extraction and PCR methods

Ticks which could not be morphologically identified were
further processed by conventional PCR to identify them
to species level, For the DNA extraction, 1 g of steel beads
(sized 2.8 mm) and 500 pl of PBS were added to each tick.
The samples were then homogenized at 5000 rpm for
2 % 15 s with 15 s break intervals in a Precellys®24 tissue
homogenizer (Bertin Technologies, Montigny Le Breton-
neux, France).

The genomic DNA was extracted using the QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions. PCR amplifications of par-
tially cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene (710
bp) and of the 16S ribosomal ribonucleic acid (rRNA)
gene (455 bp) were performed using previously published
PCR protocols [8, 27]. PCR products were visualized
by gel electrophoresis on 2% agarose gels stained with
HDGreen Plus DNA Stain (Intas Science Imaging Instru-
ments GmbH, Géttingen, Germany).

Histological examination of subcutaneous tissue

Subcutaneously located ticks were removed with the skin
and the surrounding tissue from the complete fur and
immediately fixed in 10% buffered formalin, dehydrated
in ascending ethanol series (20-100%) and embedded
in paraffin blocks. Seven-micron thick sections were
cut with a rotary microtome (Leica RM 2155, Leica
Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Germany),
placed on glass slides and stained with hematoxylin and
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Fig. 1 Density of ticks expressed as percentage of total number of ticks depending on body region (n=111 red foxes). A darker grey in the figure

eosin (H&E). Microscopy and pictures were performed
using a Zeiss Axioplan 2 imaging (Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Germany) equipped with an objective 25x /0.8 Plan-
Neofluar Oil and a color camera ProgRes C14 (Jenoptik,
Jena, Germany). Whole section overviews were obtained
by tile scans with a 25x/0.8 Plan-Neofluar Oil objective
using a tile scan routine under Openlab 5.5 (Improvi-
sion, Coventry, UK). During histological examination it
was noticed that the inflammatory response was related
to the stage of degradation of the tick. Therefore, the
ticks were divided into 3 categories: (i) well-preserved
ticks with correct position of hypostome and the append-
ages and intact exoskeleton and body; (ii) deformed ticks
with intact exoskeleton; and (iii) ticks with broken, fully
deformed exoskeleton.

Statistical analysis
Confidence intervals (95% CI) for prevalence rates of
subcutaneous ticks and their life stage were determined
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by the Clopper & Pearson method with GraphPad Soft-
ware (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The
Mann-Whitney U-test with a significance level of a =0.05
was used Lo compare the different body regions. The
independence of compared small sample sizes (n<30)
was tested with Fisher’s exact test. Statistical analyses
were performed using IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 25.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA).

Results

Animal collection

For the present study 126 red foxes (75 males and 51
females), were collected and examined from central [fed-
eral states of Brandenburg (7 =1); Hessen (n=2); North
Rhine-Westphalia (1 =56): Saxony (#=3); and Thuringia
(n=5)] and northern Germany [federal states of Lower
Saxony (n=45); and Schleswig-Holstein (n = 14)].
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Fig. 2 Macroscopic view on ticks with subcutaneous localization. a One tick lifted up with a fine-tipped forceps and other ticks in the surrounding
tissue. b Ticks in advanced stages of decomposition. ¢ Well-preserved ticks in dorsal {black anow) and ventral positon (red arrow)
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Tick collection

In 111 out of 126 (88.1%, 95% CI: 81.13-93.18%) exam-
ined coats, at least one tick was found in the subcu-
taneous tissue. The frequency of the occurrence of
subcutaneous ticks between male and female foxes did
not differ significantly (P<0.590). The tick burden per
fox varied from 1 to 79, with a mean of 10.8 (SD=14.02).
Most of the foxes (69.0%) were infested with a maximum
of 10 ticks (Fig. 3). A total of 1203 ticks were removed

80

70

G0

50

40

in

Infested foxes %

20

i I
o n _ -

1-10 10-20 20-30 30-40 40-50 »50
Number of subcutaneous ticks per fox
Fig. 3 The distribution of tick burden diverged between 1to 79, a
total of 1203 ticks could be removed. Most of the foxes were infested
with only a small number of ticks
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from the subcutaneous tissue. Morphological features
of the Ixodidae, like the presence of a dorsal scutum or
mouthparts anteriorly attached and visible dorsally, were
present in all ticks found. Most ticks (n=902; 75%) were
in a progressed state of decomposition and the devel-
opmental stage as well as the species level could not be
determined. However, specific criteria were met to assign
the ticks to the family Ixodidae. In these cases, species
identification using molecular biological methods was
not successful. Well-preserved ticks (n=301; 25.0%)
could be identified to the species level based on morpho-
logical criteria. The following species and developmen-
tal stages were found (Table 1): Ixodes ricinus (female,
male, nymph); . hexagonus (female); . canisuga (female).
The most prevalent life stage were females (97.0%;
n=292/301, 95% Cl: 94.40-98.62%) followed by males

Table 1 Tick species and life stages of well-preserved ticks found
in the subcutaneous tissue

Tick species  No.ofticks  No.of males  No. of No, of nymphs
(%) fermales

. ricinus 298 (99.0) 8 289 1

I. hexagonus 2 (0.7) 2

Lcanisuga  11(0.3) 1

Total (%) 301 (100) 8(27) 292 (97.0) 1(0.3)
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(2.7%; n==8/301, 95% CI: 1.15-5.17%) and nymphs (0.3%;
n=1/301, 95% CI: 0.01-1.84%). Females were identified
most frequently as I. ricinus (99.0%; n=289/292, 95% CI:
97.03-99.79%). All male ticks belonged to I ricinus and
were mainly found as mating pairs with females (n=6/8),
but also individually (17 =2/8).

Subcutaneous localization of ticks

Subcutaneous ticks were localized at all 10 defined
body parts. Significantly, most ticks were found in
the inguinal area compared to all other body regions
(U =262431.00, Z=—26.629, P<0.001). Overall,
52.5% (n=631/1203) of all collected ticks were found
in this region, distributed among 91 out of 111 infested
foxes. Compared to all other regions most foxes were
infested with subcutaneous ticks in the inguinal area
(P<0.0059 to P<0.0001; Table 2). The second and third
most common body region were the areas around the
ears and the axilla. In total, 80.2% (n=964) of all col-
lected ticks were observed in these three body regions
(Fig. 1). Further regions showed a significantly lower
burden of subcutaneous ticks (U 540)=2072521.50,
Z=-—130.909, P<0.001). The difference in the distribution
of subcutaneous ticks between female and male foxes
was not statistically significant for the most frequently
infested body parts (inguinal region: Lj;,,=1711.00,
Z=-1.015, P=0.310; axillar region: U,5=1869.00,
Z=—0.274, P=0.784; ears U|;5,=1743.50, Z=—0.889,
P=0.374).

Histological studies of subcutaneous tissue
In total, 23 subcutaneous ticks collected from one fox
were histologically examined (Fig. 4). Only one tick was

Table 2 In the majority of fox furs subcutaneous ficks were
found in more than one body region. But significantly most
foxes were infested in the inguinal region in a direct paired
comparison with all other bady regions

Body part Ne. of infested foxes (%)
Ears 69/126 (54.8)*"
Meck 2B/126 (22.2)
Axillar region 35/126 (27.8)**
Shoulder 20/126 (15.9)%**
Back 13/126 (10.3)**
Belly 217126 (16.7)**
Inguinal region 91/126(72.2)
Anorectal region 18/126 (14.3)***
Legs 137126 (10.3)"""
Tail 6/126 (4.8)**

*P =005, **P=0.01,***P=0.001

23
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assigned to category 1, 11 belonged to category 2, and
11 to category 3. Ticks of category 1 were surrounded
by a moderate granulomatous inflammation of subcuta-
neous fat tissue (panniculitis) consisting of histiocytes,
macrophages, multinuclear giant cells and eosinophils.
Neutrophils were only occasionally seen. A mild dermal
inflammatory response was present with mild exocyto-
sis of inflammatory cells in the epidermis. Histiocytes,
macrophages and eosinophils were the most com-
mon cells observed. Additionally, moderate epidermal
inter- and intracellular edema and moderate lamellar
orthokeratotic hyperkeratosis were found. Intradermal
and intracorneal pustules filled mainly with neutrophils
and rarely with macrophages were present.

A high degree of deformation of ticks was visible in
most of the histological sections. The presence of ticks
of category 2 resulted in a mild granulomatous pan-
niculitis composed of histiocytes, macrophages, multi-
nuclear giant cells, eosinophils and sparse neutrophils.

In the inner part of the ticks of category 1 and 2 no soft
tissue of the arthropod could be identified, and no cellu-
lar structures were recognizable. The broken exoskeleton
of ticks belonging to category 3 was filled with a mixed
inflammatory cell infiltrate consisting of histiocytes,
macrophages and multinuclear giant cells. These ticks
were surrounded by a severe granulomatous panniculitis
without inflammatory changes of dermis and epidermis.

Histological examination of ticks with surrounding tis-
sue and skin confirmed the subcutaneous localization.
Increasing eosinophilic granulomatous inflammation
from category 1 to 3 were observed. During histopatho-
logical examination no blood degradation products were
observed.

Discussion

Foxes are important hosts for a variety of endo- and
ectoparasites and thereby reservoirs for animal pathogens
and zoonoses [28]. The observed prevalence of subcuta-
neous ticks (88.1%) in the present study is higher than in
Poland (38%) [20] and Czech Republic/Romania (15.4%)
[18]. Moreover, the prevalence of subcutaneous ticks is
higher in comparison with external tick prevalence in red
foxes from Italy (7.4%) [29] and Romania (53.9%) [30], but
coincides to studies from Spain (51.1-84.6%) [31-33] and
Germany (76.5-82.6%) [7, 34]. Additionally, the infesta-
tion intensity of subcutaneous ticks (mean=10.8) in the
present study is similar to external ticks from another
study examining 1268 foxes in Germany (mean=11.7)
[34]. In that study, 50.9% of foxes were infested with a
maximum of 5 ticks on their external surface, while in
the present study 43.2% of the foxes were infested with
a maximum of 5 ticks. However, in some cases both sub-
cutaneous and external ticks were collected numerously
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f, 100 pm

Fig. 4 Histological examination of ticks located in the subcutaneous tissue of a red fox from Germany. a Well-preserved tick of category 1in the
subcutaneous fat tissue (marked by asterisk) (H&E). b The hypostome of the tick from a at a higher magnification, The hypostome is surrounded
by a mixture of inflammatory cells and a fibrous capsule (H&E). ¢ A deformed tick of category 2 in the subcutaneous tissue above the cutaneous
muscle (panniculus carnasus) (CM). Three appendages (AP) are visible, but due to high deformation of the tick not assignable to legs or palpi (H&E).
d Magnification of alloscutum {AS), the inner part of the tick and the surrounding inflammation of the tick from ¢ The inner part of the tick contains
of cell debris (marked by asterisk) without any cellular structure (H&E). @ The broken parts of exoskeleton of category 3 tick (HEE), fInfiltration of
broken exoskeleton with inflammatory cells consisting of histiocytes, eosinophils and multinaclear giant cells (H&E), Scale-bars: a, ¢, e, 500 um; b, d,

from a few foxes (3.6-5.7%) with more than 50 ticks per
fox [7].

In Europe, several ticks of the genera Ixodes, Derma-
centor, Haemaphysalis, Hyalomma and Rhipicephalus are
known to parasitize red foxes [7, 8, 29, 31, 32]. In Ger-
many, I. ricinus, I. hexagonus, I. canisuga and 1. kaiseri
were commonly collected from foxes, while D. reticulatus
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and H. concinna were occasionally found [7, 9]. Accord-
ingly, we found three of the previously mentioned longi-
rostral species (. ricinus, I hexagonus and I, canisuga) in
the subcutaneous tissue. Likewise, previously published
data from USA and Czech Republic/Romania show
regional differences of tick species in the subcutaneous
tissue depending on the prevailing tick fauna [18, 20, 21].
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Longirostra (e.g. Amblyomma, Hyalomma and Ixodes)
embed more deeply to the hosts skin in comparison to
brevirostra (e.g. Dermacentor, Haemaphysalis and Rhi-
picephalus) which attach more superficially [10, 11]. In
the current study, exclusively Ixodes ticks were collected
from the subcutaneous tissue of the foxes. These find-
ings are in line with published records of subcutaneous
ticks, where [xodes ticks dominated over Dermacentor
spp- which were found only occasionally [18, 20]. The
deep embedment (as in longirostra) was previously dis-
cussed to be favorable for the subcutaneous location of
ticks [18]. Our findings are in line with this assumption as
longirostra were significantly more often found subcuta-
neously in comparison to brevirostra.

The feeding period of ixodid ticks depends on the tick’s
developmental stage and varies between several days
(immatures) up to two weeks (females) [12]. D'Amico
et al. [18] highlighted that a long feeding duration is
putting ticks in favor of being found in the subcutane-
ous tissue. In agreement with this, significantly more
females were found subcutaneously (97.0%; P<0.0001)
when compared to males and nymphs in the current
study. Male I ricinus are feeding facultatively, taking
small blood meals and remain on the host searching for
females to mate [1]. Facultative feeding may explain why
only two males were found individually in subcutaneous
location. It cannot be ruled out that copulating males
are separated from females during degradation process
or preparation of ticks. Male Ixodes can remain in cop-
ulation for 6-11 days throughout the feeding periods of
female Ixodes [35], which may also explain why L ricinus
mating pairs are found in the subcutaneous tissue. Rare
findings of nymphs, and none of larvae, may be related to
their shorter hypostome. Additionally, a shorter feeding
duration of immature ticks may explain their absence. So
far, the duration and mechanism causing the subcutane-
ous localization of ticks are unknown, but long feeding
times of females seems to be crucial for penetration.

In this study, subcutaneous ticks were usually located
at three predominant body parts: ears, axillar and ingui-
nal area, which is in line with previous studies. Smith
et al. [21] reported subcutaneous ticks in the inguinal,
axillar and perianal region, while Drozdz [14] found ticks
in subcutaneous location in the area of ears, shoulder and
belly. Neither of these reports provide information about
the frequency of occurrence. The present study identi-
fied the most significant infested body parts of red foxes.
Strikingly, these body parts are less hairy, folded and the
skin is thin. This is in concordance with ESCCAP Guide-
lines Control of Ectoparasites in Dogs and Cats, which
generally found the same preferences for tick attachment
in dogs and cats [36].
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So far, the subcutaneous presence of ticks was mostly
reported from red foxes [13-21] Only single case reports
of subcutaneous ticks in raccoon dogs and from one sin-
gle domestic dog exists at the moment [22, 23] In a study
inspecting 134 roe deer furs from inside and outside, only
external ticks were found and none in the subcutaneous
tissue [37]. Thus fa, little is currently known about this
phenomenon, leaving questions concerning the mecha-
nisms as to how ticks become subcutaneous and which
animals can be affected.

Histological examination revealed that the quality
of the inflammatory response is related to the stage of
degradation of the tick. All subcutaneous ticks were
surrounded by granulomatous panniculitis, these find-
ings agree with D'’Amico et al. [18]. When the exoskel-
eton was intact, the inflammation was mild-moderate.
But in case of broken exoskeletons a severe inflam-
matory response was present. The one well-preserved
tick showed an acute and local mechanical irritation
of dermis and epidermis. This could be a sign that this
tick has recently penetrated the skin. The inner part
of the ticks' intact exoskeleton contained a mixture
of cell debris and no cellular structure was recogniz-
able, which may explain why DNA isolation was not
successful.

Conclusions

Subcutaneous location of ticks seems to be very com-
mon in red foxes and is rather the rule than the excep-
tion. They were predominantly located at less hairy,
thin and folded skin body parts of the fox. The unusual
tick location is not linked to one tick species or devel-
opment stage, however, mainly female longirostra were
found. Decisive factors for the subcutaneous location
of ticks appear to be the deep embedment of longiro-
stra and long duration time of attachment of females.
Further examinations are needed to evaluate the mech-
anism leading to the subcutaneous localization of ticks.
Nevertheless, this phenomenon is not an evolutionary
advantage for ticks, as all collected ticks were dead and
at various stages of decomposition.
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Abstract: Tick-borne encephalitis (TBE) is one of the most important viral zoonosis caused by a
neurotropic arbovirus (TBEV). In Germany, TBE is classified as a notifiable disease with an average of
350 autochthonous human cases annually. The incidence-based risk assessment in Germany came
under criticism because every year, a number of autochthenous human TBI cases have been detected
outside of the official risk areas. Therefore, it is necessary to find additional parameters to strengthen
TBEV surveillance. The aim of this study was to examine red foxes as sentinels for TBE. Thus far,
there are no published data about the sensitivity and specificity for serological methods testing fox
samples. Tence, we aimed to define a system for the screening of TBEV-specific antibodices in red
foxes. A total of 1233 fox sera were collected and examined by ELISA and IIFA and confirmed
by micro-NT. The overall seroprevalence of antibodies against TBEV in red foxes from Germany
confirmed by micro-NT was 21.1%. The seroprevalence differed significantly between risk (30.5%)
and non-risk areas (13.1%), with geod correlations to local TBE incidence in humans. In conclusion,
serological monitoring of red foxes represents a promising surrogate marker system and may even
determine unexpected TBEV foci in regions currently regarded as non-risk areas.

Keywords: Flavivirus; ELISA; IIFA; micro-NT; seroprevalence; TBE; Europe

1. Introduction

Tick-borne encephalitis (I'BE) is a medically relevant viral zoonosis transmitted through bites of
certain tick species. TBE is caused by the tick-borne encephalitis virus (TBEV), which belongs to the
genus Flavivirus, family Flaviviridae. According to Lcker et al. (1999), TBEV can be divided into three
subtypes: European, Siberian and Far Eastern subtype [1]. TTowever, recent findings suggest a division
of TBEV in at least five genetic subtypes. In addition to the three named subtypes, a Baikalian [2]
and a Himalayan subtype [3] have been described. The Siberian and Far Eastern subtypes are mainly
transmitted by Txodes persulcatus, while the European subtype mainly uses Ixodes ricinus as a vector.

All subtypes of TBEV circulate between small mammals as main reservoir hosts, other mammalian
hosts, and ixodid ticks as vectors in geographically limited natural foci [4]. The concept of the natural
focus was initially formulated by Pavlovsky shortly after TBEV was isolated [5]. According to our

Microorganisms 2020, 8, 1817; doi:10.3390/microorganisms8111817 www.mdpi.com/journal/microorganisms

29



Publikationen

Microorganisms 2020, 8, 1817 2o0f 13

current understanding, a natural focus consists of one small area of 0.005 km? (“microfocus’) located
within a larger area (‘macrofocus’), which extends 1 km around the microfocus [6,7]. In the microfocus,
an active continuous transmission of TBEV between ticks and rodents takes place while rodents or
other larger animals like foxes, wild boars, or deer transport the infected ticks into the macrofocus [6,8].
Due to the synanthropic behavior of many wild animals, such as red foxes, the risk of dispersal of
TBEV-infected ticks into villages and towns increases [5,9].

Currently, TBEV foci have been reported in Europe, Siberia, far-eastern Russia, northern China,
South Korea, and Japan, with approximately 10,000-12,000 human cases per year [10]. Since the
introduction of mandatory reporting in Germany in 2001, an average of 350 autochthonous human
cases have been nolified annually [11]. In Germany, TBE risk areas are defined on a district level by
a minimal incidence of 1 case per 100,000 inhabitants in a gliding five-year period [12]. Besides the
different geographical scale, in comparison with the natural focus, further drawbacks of this definition
are that they disregard the vaccination rates and geographical inaccuracies, as notification is done by
the place of living of the patient rather than the place of infection. Furthermore, humans are only
incidental hosts and up to 70% of human infections are estimated to manifest without or with only
mild clinical symptoms, which usually does not lead to any diagnostic examinations. In consequence,
increasing vaccination rates may reduce the number of clinical TBE cases and thus the number of
official TBE risk areas, although there is a continuous circulation of TBEV in the natural foci and
thus a continuous risk of human infections. Additionally, in Germany, every year around 3% of the
autochthonous human TBE cases are detected outside of the official risk areas [11]. Therefore, it is
necessary to find suitable alternative parameters for TBEV surveillance to complement or modify the
existing risk assessment based solely on the number of human cases [13,14].

In epidemiological studies, testing of wild animals or domestic animals by serological means
has proven to be the best method for the evidence of TBEV infections [15]. For this purpose,
different serological test formats are used. The most common screening methods are the indirect
immunofluorescence assay (IIFA) and the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The difficulty
here is that both screening systems show cross-reaclivity to antibodies of other flaviviruses [16]. Hence,
it is necessary to distinguish between specific anti-TBEV antibodies and antibodies against other
flaviviruses by using, e.g., an additional neutralization test (NT). According to the European Centre for
Disease Prevention and Control, only an NT titer >1:10 confirms a positive result [17].

Many wild and domestic animals (e.g., roe deer, wild boar, dogs, goats, sheep) are hosts for ticks
and can develop measurable antibody titers against TBEV upon natural infection and were previously
investigated as potential new indicators of TBE infection risk [18-20]. Although red foxes are possible
transporters of Ixodes spp. ticks into human habitat [21], and are predators of potentially TBEV-infected
rodents [22], there are no recent studies investigating the TBEV seroprevalence in foxes. In previous
studies from Germany and the Netherlands, only one serum sample was confirmed by a neutralization
test. The remaining fox sera were only tested by ELISA or were negative in NT [14,23,24]. However,
Swedish researchers found a positive correlation between TBE incidence and fox abundance [21], while
a study from Germany described the opposite effect [25].

These contradictory findings clearly demonstrate the necessity of a seroprevalence study in areas
with known endemicity status in order to see whether or not foxes develop antibodies upon infection,
which might be useful as a surrogate marker for TBE endemic areas. Thus far, there are no studies
calculating the sensitivity and specificity of commercial serological test systems for foxes. Therefore,
an additional aim of this study was the comparison of serological methods to select the best for TEEV
antibody detection in foxes. Subsequently, we determined the seroprevalence of antibodies against
TBEV in red foxes from Germany in risk areas and non-risk areas and correlated TBE incidence in
humans and fox seroprevalence in order to estimate the potential of red foxes as possible sentinels of
human TBE risk.
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2. Materials and Methods

2.1. Animal Collection and Serum Samples

Between December 2016 and February 2020, we collected foxes from local hunters shot during
traditional hunting. This was done in cooperation with a scrape station (Fellwechsel Gmbl, Berlin,
Germany) and an echinococcosis project of the Parasitology Unit of the University of Hohenheim.
Local hunters from all over Germany deposited fox carcasses in plastic bags labelled with the date
and exact geographical location in deep freezers. Only adult foxes with good nutritional status were
selected by hunters for ‘Fellwechsel’, while juvenile foxes were also shot for the project of the university.
Fox cadavers were stored at —80 °C (Fellwechsel) or =20 °C (University) until flaying (Fellwechsel) or
parasitological diagnostic examination (University).

For the extraction of thoracic fluid, 5 mL of Phosphate-buffered saline (PBS) were flushed into the
thorax of fox carcasses. Alternatively, if the thorax was destroyed, the heart of the foxes was punctured
and flushed with 5 mL of PBS. The flushing liquid of both was centrifuged (10 min at 2000 g) and
stored at —20 °C, further considered as serum samples.

2.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

All serum samples were tested using the Immunozym FSME IgG All Species ELISA (Progen,
Heidelberg, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Serum samples were tested in a
dilution of 1:50 and measured in Vienna Units per milliliter (VIEU/mL). An ELISA reader (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) was used for the colorimetric reading at the 450-nm wavelength.
Sera with concentration >126 VIEU/mL were considered as positive, sera from 63-126 VIEU/mL as
borderline, and concentrations <63 VIEU/mL were considered as negative.

2.3. Indirect Inmunoflucrescence Assay (1IFA)

All positive and borderline sera were also tested in an indirect immunofluorescence assay (1IFA).
Additionally, 71 randomly chosen fox sera from TBE endemic areas, which were tested negative in
ELISA, were also tested in ITFA. For the IIFA analysis, the Euroimmun Anti-TBEV-IIFT (FSME-Viren
[TBEV], Euroimmun AG, Luebeck, Germany) was used. Serum samples were used with a dilution
of 1:10 with PBS. A 20-uL. aliquot of each sample was spotted on a field of the TBE microchip and
incubated for 30 min at 37 °C in a humidified atmosphere. After washing 3 times in PBS, 10 uL of
anti-dog FITC conjugate were added and again incubated for 30 min at 37 °C in a humidified incubator.
After 3 washing steps in PBS, the slides were mounted with 10% glycerol in PBS and checked for
specific immunofluorescence. In each field, an infected field was opposite to a field with non-infected
cells as a control for unspecific fluorescence.

2.4. Micro-Neutralization Test (Micro-NT)

In order to avoid false positive results, all ELISA- and II[FA-positive sera were confirmed by
micro-NT as the ECDC requires NT titers of =1:10 to be regarded as confirmed positive for TBE-specific
antibodies. Additionally, all negative samples were re-tested for the purpose of determining the
sensitivity and specificity of ELISA and TIFA.

Micro-NT analysis of serum samples was performed according to standard procedure as described
before [26]. In brief, virus stocks (50 TCID/50 pL) were prepared from TBE (strain Neudorfl) cultivated
in A549 cells and stored at —80 °C until further use. Using 96-well culture plates (Greiner bio-one,
Frickenhausen, Germany), all micro-NTs were performed on confluent cell monolayers. Serum samples
were tested in duplicates, diluted in Minimal Essential Medium (MEM, plus Non-Essential Amino
Acids Solution and Antibiotic-Antimycotic Solution; all Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Darmstadt,
Germany) in a ratio of 1:10. As a control, a known positive and a known negative serum sample were
used on each plate together with a mock control and a virus back-titration. Diluted serum samples
were pre-incubated with virus for one hour before adding the serum virus suspension to the wells.
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Supernatants were discarded after an incubation period of 96 h at 37 °C (5% C(»), and the 96-well
plates were fixed and stained in 13% formalin/0.1% crystal violet and results determined optically.
Samples were classified as either “micro-NT-positive” (titer = 1:10) if there was complete inhibition of
the cytopathic effect in both wells of the cell culture or “micro-NT-negative” (titer < 1:10) otherwise.

2.5. Statistical Analysis

The independence of compared sample sizes over 50 was tested with Chi-square test. Correlations
between the seroprevalence of TBE-specific antibodies in red foxes in risk and non-risk areas and the
local TBE incidence in humans were evaluated using Pearson’s correlation coefficient and Spearman’s
rank correlation coefficient. Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics for Windows,

v. 25.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA).
3. Results

3.1. Animal Collection

In total 1233 red fox serum samples were collected. Of these, 59.0% (n = 728/1233) were from
male foxes, 40.2% (n = 496/1233) from female foxes, and in 0.7% (1 = 9/1233), the gender could not
be determined due to extensive damage of the lower abdomen. Most of the foxes were adult (98.5%;
n=1214/1233) and only 1.5% (1 = 19/1233) were juvenile. For the present study, sera were collected
from districts all over Germany. To enhance the accuracy of our analyses, these districts were divided
into TBE risk (n = 568/1233; 46.1%) (Table 1) and TBE non-risk areas (n = 665/1233; 53.9%) according to
the Robert Koch-Institute [27] (Table 2).

Table 1. Seroprevalence of TBEV-specific antibodies in red foxes collected in TBE risk areas in Germany.
Seroprevalences were only determined for those districts where 10 or more foxes were sampled.

Federal State District No. of Sera No. of Pos.! Sera Seroprev (%)
Alb-Donau-Kreis 1 0 nd?
City of Baden-Baden 1 1 nd,
Biberach/Alb-Donau Kreis 1 0 n.d.
Biblingen 1 0 n.d.
Bodenseekreis 17 8 47.1
Breisgau-Hochschwarzwal d-Kreis 21 5 238
Emmendingen 20 11 55.0
Enzkreis 3 1 n.d.
Esslingen 3 1] nd,
City of Freiburg im Breisgau 5 3 .,
Gippingen 44 14 318
Gippingen/Ostalbkreis 1 1] nd,
Heidelberg 2 2 nd,
Heilbronn 6 1 n.d.
Baden-Wiirttemberg Hohenlohekreis 2 1 nd.
Karlsruhe 12 3 25.0
Konstanz 11 5 455
Lérrach 8 3 nd.
Ludwigsburg 24 6 25.0
Main-Tauber-Kreis 3 2 n.d.
Meckar-Odenwald-Kreis 12 3 25.0
Ostalbkreis 14 1 28,6
Rastatt 2 1 nd.
Ravensburg 113 41 363
Rems-Murr-Kreis 10 2 20,0
Reutlingen 3 1 n.d.
Rhein-Neckar-Kreis 5 2 n.d.
Rottweil 1 1 n.d.
Schwibisch Hall 2 0 n.d.
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Table 1. Cont.
Federal State District No. of Sera  No. of Pos.! Sera  Seroprev (%)
Schwarzwald-Baar-Kreis 16 9 56.3
Sigmaringen 43 21 488
Tiibingen 5 0 n.d.
Ansbach 16 5 313
Eichstatt 1 0 n.d.
Giinzburg 11 1 9.1
Bavari Miltenberg 1 1 n.d.
avana Miinchen 1 0 n.d.
MNeustadt an der Waldnaab 1 0 n.d.
Roth 3 1 n.d,
City of Wiirzburg 1 1 n.d,
Bergstraie 1 0 n.d.
Hessen GroB-Gerau 1 1 n.d.
B Offenbach am Main 1 ] n.d.
Main-Kinzig-Kreis 5 1 nd,
Lower Saxony Emsland 18 2 11.1
Bautzen 8 1 n.d.
Erzgebirgskreis 17 1 59
5 Meifien 33 1 an
Saxony . . 3 .
Sichsische Schweiz- Osterzgebirge 8 1 nd.
Vogtlandkreis 4 1 n.d.
Fwickau 14 2 143
Gera 1 0 n.d.
— Greiz 1 0 n.d.
Th
PERe lm-Kreis 8 2 nd,
Saale-Orla-Kreis 1 ] n.d.
Total 568 173 30,5

! Pos.: positive;  n.d.: not detected.

Table 2. Seroprevalence of TBEV-specific antibodies in red foxes collected in TBE non-risk areas
in Germany. Seroprevalences were only determined for those districts where 10 or more foxes

were sampled.

Federal State District No. of Sera  No. of Pos.! Sera  Seroprev. (%)
Baden-Wiirttemberg City of Heilbronn 1 0 n.d?
Elbe-Elster 1 0 nd.
Oder-Spree 2 0 n.d.
Py Teltow-Fliming 3 1 nd.
Uckermark 3 0 nd.
Brandenburg/Saxony Havelland/Stendal 2 0 n.d.
Anhalt
Fulda 9 3 nd.
Gieen 2 0 n.d.
Hersfeld-Rotenburg 1 ] n.d.
Hosse Kassel 2 1] n.d.
i Main-Taunus-Kreis 1 0 n.d.
Rheingau-Taunus-Kreis 1 0 n.d.
Waldeck-Frankenberg 3 1] n.d.
Wetteraukreis 26 2 77
Cloppenburg & 2 n.d.
Cuxhaven 3 1 nd.
Lower Saxony Df‘lr_nmhorst 1 0 n.d.
Diepholz 9 2 n.d.
Gifhorn 1 1] n.d.
Gottingen 1 0 n.d.
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Table 2. Cont.
Federal State District No. of Sera  No. of Pos,! Sera  Seroprev, (%)

Grafschaft-Bentheim [ 2 n.d.

Hameln-Pyrmont [ 1] n.d.

Harburg 1 1] n.d.

Nienburg / Weser g 2 n.d.

Osnabriick 21 2 95
Peine 11 2 18.2

Region Hannover 2 2 n.d.

Schaumburg 4 1 n.d.

Stade 5 1] n.d.

Vechta & 0 n.d.

Verden 7 3 n.d.

Wolfenbiittel 2 1] n.d.

Ludwigslust-Farchim 2 ] n.d.

Mecklenburgische Seenplatte 5 0 n.d.

M“‘“”;;‘nbfrf::"“m Rostock 1 0 nd.
S Vorpommern-Greifswald 10 0 0.0
Vorpommern-Riigen 2 0 n.d.

Borken 12 4 33.3

Coesfeld 9 2 n.d.

Ennepe-Ruhr-Kreis 5 2 n.d.

Giitersloh 16 2 125

Hamm 1 0 n.d.

Herford 14 1 7.1

Hochsauerlandkreis 7 1] n.d.

Hxter 3 0 nd.

Kleve 10 2 20,0

City of Bielefeld = 2 n.d.

City of Dhisseldorf 1 1] n.d.
) City of Gelsenkirchen 12 4 333
North-Rhine City of Hagen 2 0 n.d.
Westphalia City of Leverkusen 2 0 n.d.
Lippe 11 0 0.0

Mettmann 11 0 0.0

Minden-Liibbecke 15 5 33.3

Paderborn 2 1] n.d.

Recklinghausen 1 1 n.d.

Rhein-Neuss-Kreis 30 2 67

Siegen-Wiltgenstein 1 1] n.d.

Soest 41 2 49

Steinfurt 13 2 154

Unna 4 1 n.d.
Warendorf 11 2 18.2

Wesal 9 2 n.d.

Altenkirchen/Westerwaldkreis 2 0 n.d.

Alzey-Worms 4 1 n.d.

Bad Dirkheim 5 2 n.d.

Bitburg-Priim 1 1 n.d.

. . Germersheim 1 1] n.d.
R T ol dttriate Kaiserslautern/Kusel 1 0 n.d.
Mainz-Bingen 3 0 n.d.

Neuwied 1 1 n.d.

Rhein-Lahn-Kreis 1 0 nd.

Westerwaldkreis 2 1] n.d.

Garlitz 6 2 5.6

City of Leipzig 1 0 n.d.

ey Leipzig 15 0 0.0
Nordsachsen 3 1 n.d.
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Table 2. Cont.

Federal State District No. of Sera No. of Pos,! Sera Seroprev. (%)

Anhalt-Bitterfeld 8 n.d.

Barde 2 1 n.d.

Burgenlandkreis 4 1] n.d.

City of Dessau-Roflan 5 1] n.d.

Harz 10 0 0.0

Saxony-Anhalt Jerichower Land 3 0 nd.
City of Magdeburg 1 0 n.d.

Mansteld-Stidharz & 0 n.d.

Saalekreis 2 1] n.d.

Salzlandkreis 11 1 9.1

Wittenberg 15 1 6.7

Diithmarschen 3 0 n.d.
Nordfriesland 1z 4 333

Pinneberg 8 1 n.d.

Plin 1 1] n.d.

Schleswig Holstein Rendsburs-l.ickenltﬁrde ] 1 n.d.
Schleswig-Flensburg 4 1 n.d.

Segeberg/Steinburg 1 1] n.d.

Steinburg 1 0 nd,

Stormarn 5 0 nd.

Stormarn/Herzogtum Lauenburg 6 0 n.d.

Erfurt 6 1 n.d.

Gotha [ 1 n.d.

Thuringia Sommerda B 1 n.d.
Unstrut-Hainich-Kreis 7 3 nd.

Weimarer Land 14 1 71

Total 665 87 13.1

! Pos.: positive; 2 n.d.: not detected.

3.2. ELISA

On the whole, 121/1233 samples were positive or borderline by TBE ELISA (Table 3). Among
these sera, 110 samples could be confirmed by micro-NT. In total, 150 additional sera were positive
in the micro-NT, which yielded negative results in the ELISA. In total, 973 samples were confirmed
to be negative for TBEV-specific antibodies by micro-NT. Of these, 11 samples tested positive by
ELISA. Therefore, the sensitivity of the Immunozym FSME IgG All Species ELISA (Progen, Heidelberg,
Germany) was 42.3% in classifying all positive and borderline ELISA samples as positive. The specificity
of the Immunozym FSME IgG All Species ELISA was 98.9%.

Table 3. Results of ELISA in comparison with Neutralization Test (NT) as gold standard, resulting in
sensitivity and specificity.

NT
positive negative Total
) positive 110 11 121
RLOA negative 150 962 1112
Total 260 973 1233
Sensitivity 42.3% Specificity 98.9%
3.3. [IFA

In total, 192 samples were tested by IIFA. Of these, 138 samples were considered positive.
However, 26 samples, which showed a positive reaction in ITFA, were negative in micro-NT and thus
not confirmed. On the other hand, out of the 54 samples that tested negative by TIFA, 11 were tested
positive in the micro-NT. As the results of ELISA and micro-NT corresponded better, a further testing
of samples using ITFA was discontinued because an even lower specificity and sensitivity was expected
for this screening method.
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3.4. Micro-NT

By using only sera confirmed by micro-NT, the overall seroprevalence of antibodies against
TBEV in foxes from Germany was 21.1% (1 = 260/1233). The prevalence of TBEV-specific antibodies
in male and female foxes did not differ significantly (x> = 0.241, df = 1, p = 0.6238). In TBE risk
areas, the seroprevalence was 30.5% (1 = 173/568), and in non-risk areas only 13.1% (1 = 87/665).
Significantly more foxes from TBE risk areas developed TBEV-specific antibodies in comparison with
foxes from non-risk areas (x> = 35.184, df = 1, p < 0.001). For calculation of this correlation, only
districts were selected where 10 or more foxes were sampled. The TBEV seroprevalence in foxes
from risk areas correlated significantly with the human TBE incidence in these areas (rs = 0.608,
p=0.006,n =19;r =0.608,p = 0.006, n = 19), but the correlation in non-risk areas was not significant
(re = —0.346, p = 0.1006, n = 23; r = —0.282, p = 0.192, n = 23). The geographical distribution of foxes
with TBEV-specific antibodies are shown in Figure 1.

.
Lower Saxony

orth Rhine—WeslphaImQ)

« positive sample

seroprevalence for
districts with 210
fox samples

red area = pos.
gray area = neg.

Figure 1. Blue colored are the TBE risk areas (counties, NUTS 3 level) according to Robert Koch
Institute [27]. The lighter blue are the districts that were newly accounted for TBE risk areas in 2020.
Pie charts were created for the districts where 10 or more foxes were examined. The red areas of the pie
charts stand for the positive foxes, the gray ones for the negatively tested foxes. Positive foxes from
districts where less than 10 foxes were sampled are represented by a red dot. Please note that negative
foxes (n = 315) from districts where less than 10 foxes were sampled are not shown in this figure.
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4. Discussion

An important aim of our study was to define a system that allows the screening of TBEV-specific
antibodies in red foxes. Thus far, no published data existed about the sensitivity and specificity of
commercially available screening methods for the detection of antibodies against TBEV in sera from
red foxes. Therefore, a commercially available ELISA kit (Immunozym FSME IgG All Species ELISA)
and a commercially available [IFA assay (Euroimmun Anti-TBEV-IIFT) were compared using the NT as
the “gold standard”. However, after testing 192 samples, further use of ITFA was discontinued because
the specificity of [IFA was even lower than that of the ELISA (Tables 4 and 5). The sensitivity of both
test systems at this intermediate stage is comparably high, as mainly positive samples were tested.

Table 4. Intermediate results of 192 samples tested by ELISA in comparison with NT as the gold

standard, resulting in sensitivity and specificity.

NT
positive negative Total
positive 110 11 121
RLA negative 13 58 71
Total 123 69 192
Sensitivity 89.4% Specificity 84.1%

Table 5. Intermediate results of 192 samples tested by I[IFA in comparison with NT as the gold standard,
resulting in sensitivity and specificity.

NT
positive negative Total
] positive 112 26 138
IIFA negative 11 43 54
Total 123 69 192
Sensitivity 91.1% Specificity 62.3%

After all, 1233 samples were tested by ELISA and NT, the ELISA showed a sensitivity of 42.3%
and specificity of 98.9% (Table 3). Klauset al. (2011) detected similar levels of sensitivity and specificity
using the Immunozym FSME IgG All Species ELISA for goat serum samples [28]. Apparently, this
ELISA is a good method for diagnosis of acute TBEV infection, but positive serum samples may be
missed if the antibody titer is low after a long-lasting natural infection or when using diluted serum
samples (manuscript in preparation). Hence, a two-step diagnostic system with a screening ELISA or
IIFA and a confirmatory NT might not be suitable for epidemiological investigations. The question
therefore arises whether for epidemiological investigations, for example, the search for a suitable
sentinel, only an NT should be performed.

The neutralization test is the most specific and sensitive assay, which exploits the capacity of
antibodies to neutralize infectious viruses [16,28]. Several different formats are available, for example,
it is possible to perform a plaque reduction neutralization test, assessing the serum dilution at which
the number of viral plaque-forming units is reduced by 50% or 90% [29], or to assess the tissue culture
infectious dose by the microneutralization test [16]. However, the major disadvantages of NT are
the need of a BSL3 laboratory for TBE culture, the requirement of highly trained staff, and high time
consumption [30]. We designed a protocol for a microneutralization test, which was done with only
one dilution and in duplicate. The advantage of this test format is that up to 40 sera can be tested in one
96-well plate and therefore this test may be suitable for mass testing in epidemiological studies. As for
epidemiological studies, time is not a critical factor, and this disadvantage of NT for acute diagnosis
might not be relevant. Additionally, one advantage of NT is that it works species independently.
Therefore, the presented micro-method can be recommended for epidemiological investigation of any
species of wild animals.
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A further difficulty is the poor quality of serum samples from fox carcasses and other wild
animals [13,18]. Due to extensive hemolysis, contamination, or toxic effects, the evaluation by NT is
sometimes impossible [18]. We prepared our samples by centrifugation and inactivation at 56 °C to
eliminate possible contaminations, other pathogens and the complement factors [31,32].

The second major aim of the study was to explore the potential of red foxes as predictive sentinels
for TBE risk. In accordance with Gerth et al. (1995), the ideal sentinel should meet four conditions:
“have an adequately limited home range, be available in large numbers, be well dispersed in the
surveillance area, and should show a long-lasting antibody response after natural infection” [33].
The use of the home range of foxes depends on the availability of resources and habitat, hence the
home range size of rural foxes is 2 km? and of urban foxes 0.5 km? [9]. Furthermore, the high
adaptability of foxes, their omnivorous diet, and the absence of natural enemies contribute to a broad
distribution in Europe [34-36]. The duration of antibody response in foxes is still unknown, but after
experimental infection via infected ticks or virus injection, foxes show clinical symptoms like fever and
meningoencephalitis, a viremia, and high antibody titers [37,38].

In addition, the ideal sentinel should be exposed frequently to tick species known as vectors of
TBEV [13]. In Europe, tick infestation of foxes ranges from 7.4% in Italy [39] to 51.1-82.6% in Spain [40]
and Germany [41]. Several tick species of the genera Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma,
and Rhipicephalus are known to parasitize red foxes’ skin [39,40,42,43]. Of these, three species, I. ricinus,
D. reticulatus, and H. concinmi, are known to be able to transmit TBEV. Moreover, the virus has been
isolated from I hexagonus, I canisuga, H. punctata, and I trianguliceps, typical members of the tick fauna
of red foxes in Europe [44]. In Creatia, TBEV has been isolated from I. ricinus and I. hexagonus ticks
removed from red foxes [45].

In conclusion, the red fox meets all the requirements to be a suitable indicator for TBE risk
assessment, which is also confirmed by our results. The observed seroprevalence of TBEV antibodies
reflects the TBE infection rate in Germany, with significant differences between risk (n = 173/568; 30.5%)
and non-risk areas (1 = 87/665; 13.1%). At least 87 TBEV-positive fox serum samples were from districts
officially classified as non-risk areas. These include one district in Brandenburg; two districts in Hesse
and Saxony; four districts each in Rhineland-Palatinate, Saxony-Anhalt, and Schleswig-Holstein; five
districts in Thuringia; 10 in Lower Saxony, and 16 in North-Rhine-Westphalia. Although most of these
districts are only represented by a small sample size, these examples demonstrate the tremendous
power of using foxes to detect new areas of TBEV activity. In addition, as all samples become diluted
by the flushing fluid during sampling, an even higher seroprevalence might be expected. As a possible
consequence of our findings, the search for TBEV-positive ticks in these districts may be considered in
order to find the exact locations of the new TBE natural foci.

To our knowledge this study shows for the first time a remarkably high prevalence of NT-verified
TBEV-specific antibodies in red foxes. In older studies from Germany and the Netherlands, mostly
foxes from non-endemic areas were tested and revealed 0% seroprevalence or only one positive
sample [23,24]. So far, only one study was performed in a TBE- endemic area in Germany, where the
prevalence of antibodies was up to 34.2%; however, the results were not confirmed by NT [14].

Ideally, in epidemiological studies, in each district, the same number of foxes should be sampled.
In this case, the determined prevalence can be compared and a meaningful map can be created.
The figure in our study is partially misleading, because not all 1233 samples could be represented.
The ratio of positive and negative foxes from districts where 10 or more foxes were examined is shown
in pie charts. We visualized the localization of the remaining positive foxes by red dots. However,
for clarity reasons, the remaining negative foxes (1 = 315) from districts where less than 10 foxes
were sampled are not shown in this figure. The majority of these foxes came from non-risk areas.
For detailed data, see Tables 1 and 2.

The seroprevalence of TBEV-specific antibodies in red foxes from risk areas was found to be
significantly associated with the human TBE incidence. This positive correlation demonstrates that
foxes are useful to screen for TBE endemicity. Our findings are in line with a study in TBE-endemic
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areas in Sweden, where the relationship between the red fox population and human TBE incidence
was found to be positive [21]. However, this is in contrast to a study in endemic areas of Germany,
which described the opposite effect [25].

The relationship between the seroprevalence of foxes from non-risk areas and human TBE
incidence was not statistically significant. We found seroprevalences up to 33.3% in districts where the
human TBE incidence is 0.0% (City of Gelsenkirchen, Minden-Liibbecke, Nordfriesland) [27]. In none
of these districts have human TBE cases been registered so far. There is a need for investigations to see
if these discrepancies may be due to low pathogenic TBEV strains that cause human infection with
inapparent clinical course. However, since human TBE cases are also known outside of the defined risk
areas every year, we hypothesize that such cases are due to TBE foci yet to be discovered. Investigation
of fox seroprevalences could help to locate such TBE foci. We conclude that the red fox is a suitable
predictive sentinel and can complement the human incidence-based risk assessment.

5. Conclusions

Serological monitoring of red foxes appears to be a promising approach to complement the present
TBE risk assessment. For epidemiological studies, a two-step diagnostic system with ELISA or IIFA
and confirmatory NT is not useful because of the low sensitivity of ELISA and low specificity of ITFA.
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Rotfuchs als Wirtsorganismus fiir subkutane Zecken
und als Sentinel fiir das Friihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSME-Virus) zu
untersuchen. Der Rotfuchs bevorzugt strukturreiche Lebensrdume, in denen sich Felder,
Wiesen, Wilder und Gewisser abwechseln. Dadurch ist der Fuchs potentiellen Vektoren, wie
z. B. Zecken, Flohen und Stechmiicken, verschiedener Infektionskrankheiten ausgesetzt. Diese
konnen wéhrend der Blutmahlzeit Pathogene auf den Fuchs iibertragen. Besonders
hervorzuheben sind Zecken und Zecken-iibertragbare Krankheitserreger. Einige dieser Erreger,
beispielsweise das FSME-Virus, verursachen Zoonosen, die beim Menschen und beim Tier
teilweise schwere Krankheitsbilder hervorrufen konnen.

In dieser Studie wurden erstmals gezielt 126 Fiichse aus Deutschland auf das Vorkommen von
subkutanen Zecken untersucht. Die ermittelte Pravalenz der subkutanen Zecken ist mit 88,1 %
(n=111/126) deutlich hoher als in Polen (38 %) (DWUZNIK 2019) und Tschechien/Rumiinien
(15,4 %) (D'AMICO et al. 2017). In unserer Studie wurden ausschlieBlich adulte Fiichse auf
subkutane Zecken untersucht. Bei der Arbeit aus Polen wurden sowohl adulte als auch juvenile
Fiichse in die Untersuchungen miteingeschlossen. Die Studie aus Tschechien/Ruminien macht
keine genauen Angaben zu dem Alter der Fiichse. Deshalb lésst sich derzeit keine Aussage tiber
eine mogliche Korrelation zwischen dem Alter der Fiichse und der Prdvalenz subkutaner
Zecken treffen.

Setzt man die ermittelte Priavalenz subkutaner Zecken in Hohe von 88,1 % in Kontext mit der
Befallsintensitdt von externen Zecken auf Fiichsen, so sieht man innerhalb von Europa
deutliche Unterschiede. In Italien (7,4 %) (LORUSSO et al. 2011) und Ruménien (53,9 %)
(SANDOR et al. 2017) ist die Befallsintensitit deutlich geringer, wihrend sie mit Studien aus
Spanien (51,1-84,6 %) (SOBRINO et al. 2012; DOMINGUEZ 2004; DOMINGUEZ-
PENAFIEL et al. 2011) und Deutschland (76,5-82,6 %) (MEYER-KAYSER et al. 2011;
MEYER-KAYSER et al. 2012) iibereinstimmt. Insgesamt lassen sich die Ergebnisse dieser
Studien schwer miteinander vergleichen, da sie in Methodik, Anzahl der untersuchten Tiere
und Zielsetzung stark differieren.

Es wird jedoch deutlich, dass bei Fiichsen aus Deutschland durchweg hohe Prédvalenzen
externer Zecken ermittelt wurden. Im direkten Vergleich mit einer Studie aus Deutschland, die
1268 Fiichse auf externe Zecken untersuchte, zeigen sich weitere Gemeinsamkeiten (MEYER-
KAYSER et al. 2012). Beispielsweise waren in dieser Studie, wie auch in unserer, der Grofteil
der Fiichse mit maximal 5 Zecken infestiert (50,9 % externe Zecken vs. 43,2 % subkutane

Zecken). Bei einigen Fiichsen konnten jedoch iiber 50 Zecken pro Fuchs von der Haut bzw. aus
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dem subkutanen Gewebe gesammelt werden (5,7 % externe Zecken vs. 3,6 % subkutane
Zecken). Aufgrund der vergleichbaren Verteilung sind die Durchschnittswerte der
Zeckenanzahl pro Fuchs bei externen wie auch subkutanen Zecken éhnlich (11,7 externe
Zecken/Fuchs vs. 10,8 subkutane Zecken/Fuchs).

Insgesamt wurden 1203 Zecken aus dem subkutanen Gewebe der Fiichse pripariert. Alle
Zecken konnten anhand von spezifischen morphologischen Charakteristika, wie dem dorsal
gelegenen Schild und den anterior sichtbaren Mundwerkzeugen, der Familie Ixodidae
zugeordnet werden. Die gut erhaltenen Zecken (25 %) konnten morphologisch bis auf
Spezieslevel identifiziert werden. Die vorherrschende Zeckenspezies war I. ricinus, jedoch
wurden auch I. canisuga und |. hexagonus im subkutanen Gewebe gefunden. Diese drei
Zeckenspezies sind typische Vertreter der Zeckenfauna von in Deutschland lebenden Fiichsen.
In Arbeiten aus Ruménien/Tschechien (D'AMICO et al. 2017) und den USA (SMITH et al.
1986) wurden ebenfalls ausschlieBlich Zeckenspezies der regional typischen Zeckenfauna des
Fuchses detektiert. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass es sich nicht um auflergewdhnliche
Zeckenarten handelt, sondern um Zecken, die typischerweise auf dem Fuchs, aber auch auf
anderen Haus- und Wildtieren parasitieren.

Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob auch andere Tierarten betroffen sein konnen. Bisher
wurde die Prasenz subkutaner Zecken hauptsidchlich beim Rotfuchs beschrieben. Es existieren
einzelne Fallberichte, die subkutane Zecken jedoch auch bei Marderhunden (MATYSIAK et
al. 2018), bei einem Hund (ZAKRISSON 2010) und bei einem Kind (CHANG et al. 2006)
beschreiben. In einer umfassenden Studie wurden 126 Rehdecken von auflen und innen auf
Zecken untersucht (KROL et al. 2020). Insgesamt wurden 1279 Zecken abgesammelt,
allerdings war keine dieser Zecken im subkutanen Gewebe. Bisher ist sehr wenig zu diesem
Phidnomen bekannt und es bleibt die Frage offen, welche weiteren Tierarten davon betroffen
sein konnen.

Auftallig ist, dass unabhingig von der Tierart hauptsidchlich longirostrale Zecken subkutan zu
finden sind. Longirostra (z. B. Ixodes, Amblyomma, Hyalomma) besitzen im Vergleich zu
Brevirostra (z. B. Dermacentor, Haemaphysalis, Rhipicephalus) sehr lange Mundwerkzeuge
und graben sich in tiefere Hautschichten ein (SLOVAK et al. 2014; KLOMPEN 2005). In
unserer Studie wurden ausschlieflich Ixodes-Zecken identifiziert. Das tiefe Einbetten der
Longirostra scheint die subkutane Lage der Zecken zu beglinstigen.

Interessanterweise wurden hauptsédchlich (99 %) adulte Zecken in der subkutanen Lokalisation
gefunden, obwohl der Fuchs normalerweise extensiv mit Nymphen und teilweise auch Larven

befallen ist. Juvenile Zecken besitzen ein kiirzeres Hypostom als die adulten Zecken derselben
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Spezies. Die Abwesenheit juveniler Stadien bestirkt die Annahme, dass die Linge des
Hypostoms mafigebend fiir die subkutane Lage ist.

D'AMICO et al. (2017) stellten die Hypothese auf, dass eine lange Saugdauer der Zecken
entscheidend fiir die subkutane Lokalisation ist. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme
wurden in unserer Arbeit signifikant mehr weibliche Zecken gefunden als Mannchen, Nymphen
oder Larven. Weibchen haben die lingste Saugperiode von 6-11 Tagen, wihrend juvenile
Zeckenstadien nur 2-6 Tage saugen (GERN 2009). Mannliche I. ricinus Zecken befinden sich
hauptséchlich fiir die Paarung mit einem Weibchen auf dem Wirtsorganismus. Dabei saugen
sie fakultativ fiir kurze Zeit kleine Blutmahlzeiten (OLIVER 1989).

Das fakultative Saugen kann eine Erkldrung dafiir sein, warum 2 ménnliche I. ricinus einzeln
im subkutanen Gewebe zu finden waren. Allerdings wurden 6 der insgesamt 8 Ménnchen in
Kopulation mit dem Weibchen aus dem Gewebe pripariert. Die Paarung mit dem Weibchen
kann bis zu 11 Tage andauern, widhrend das Weibchen die Blutmahlzeit zu sich nimmt
(KOCAN et al. 2015). Wahrscheinlich haben die Paare aus Weibchen und Ménnchen
gemeinsam die Haut der Flichse durchdrungen. Die Tatsache, dass hauptsidchlich Mannchen in
Paarung subkutan gefunden wurden, bestitigt die Vermutung, dass eine lange Saugperiode
ausschlaggebend fiir die subkutane Lokalisation der Zecken ist. Zusétzlich ist nicht
auszuschlieen, dass die 2 einzelnen Minnchen wihrend des Abbauprozesses oder der
Préaparation von dem Weibchen getrennt wurden.

In dieser Arbeit wurden signifikant die meisten Zecken in den folgenden drei Korperregionen
lokalisiert: Ohr, Inguinal- und Axillarregion. Diese Ergebnisse stimmen mit fritheren Studien
iiberein. SMITH et al. (1986) berichteten liber Zecken in der Inguinal-, Axillar- und
Perianalregion, wihrend DROZDZ (1958) subkutane Zecken im Bereich des Riickens, des
Bauches und der Ohren fand. Allerdings enthélt keine dieser Studien Informationen {iber die
Haufigkeit der Zecken in der jeweiligen Korperregion. In dieser Arbeit wurde erstmals die
Lokalisation jeder Zecke dokumentiert und einer von 10 definierten Korperregionen
zugeordnet. In der Inguinalregion wurden signifikant die meisten Zecken, im Vergleich mit
allen anderen Korperregionen, gefunden. Bei 91 der 111 betroffenen Fiichse konnten dort
subkutane Zecken lokalisiert werden. Die zweit- und dritthdufigste betroffene Kdrperregion
war der Bereich um die Ohren und der Axillar. Insgesamt wurden in den drei am haufigsten
betroffenen Korperregionen liber 80 % der Zecken gefunden. Auffallend ist, dass die drei
bevorzugten Regionen weniger behaart sind und die Haut an diesen Stellen in Falten liegt und
diinn ist. Ahnliche Priferenzen fiir den Zeckenstich konnten bei Hunden und Katzen festgestellt

werden (ESCCAP 2018). Fiir den Rotfuchs gibt es bislang keine Studien, die die bevorzugten
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Korperstellen fiir das Anheften der Zecken an der dufleren Haut beschreiben. Wir vermuten
jedoch, dass die Wahl der Korperregion nicht das Ziel der subkutanen Lokalisation hat. Zumal
dieses Phianomen keinen evolutiondren Vorteil fiir die Zecke darstellt, denn der Lebenszyklus
kann nicht abgeschlossen werden. Alle Zecken, die im subkutanen Gewebe gefunden wurden,
waren tot und zum Teil so stark abgebaut, dass nur noch Bruchstiicke des Exoskeletts erkennbar
waren.

Aufgrund des fortgeschrittenen Abbauprozesses ist eine Speziesidentifizierung anhand von
morphologischen Kriterien nur begrenzt mdglich, wie vorherige Arbeiten zeigten (D'AMICO
et al. 2017). In der vorliegenden Arbeit konnten 75 % der Zecken nur bis auf Gattungsebene
bestimmt werden. Deshalb war das Ziel dieser Studie, diese Zecken genetisch mittels
konventioneller PCR zu untersuchen. Fiir die Gensequenzierung wurde das 16S rRNA Gen und
das cox1 Gen ausgewdhlt (LV et al. 2013; HORNOK et al. 2017). Fiir die DNA-Aufreinigung
und fiir die PCR wurden etablierte und standardisierte Protokolle verwendet, dennoch war die
DNA-Isolation der Zecken nicht erfolgreich. Weitere Fehlerquellen, wie beispielsweise die
Lagerung der Zecken, konnten ausgeschlossen werden. Das Problem scheinen die Zecken selbst
zu sein, die stark degeneriert und abgebaut sind.

Fiir eine ndhere Untersuchung des Abbauprozesses und der Entziindungsreaktion in der Haut
des Fuchses fiihrten wir eine pathohistologische Untersuchung der Zecken und des
umliegenden Gewebes durch. Diese Untersuchungen ergaben, dass der Grad der
Entziindungsreaktion des Fuchses von dem Abbaustadium der Zecke abhingt. Bei allen Stadien
konnte eine granulomatdse Panniculitis festgestellt werden, deren Schwere mit dem
Abbauprozess der Zecke zunimmt. Lediglich eine Zecke konnte gefunden werden, die nahezu
vollstidndig intakt war. In dem Gewebeschnitt konnte eine akute lokale mechanische Reizung
von Dermis und Epidermis entdeckt werden. Dies konnte darauf hinweisen, dass diese Zecke
kurz vor dem Tod des Fuchses in die Haut eingedrungen war. Allerdings waren sowohl bei
dieser Zecke, als auch bei den Zecken im fortgeschrittenen Abbaustadium im Inneren der Zecke
keine Organstrukturen und Zellen erkennbar. Dies konnte erkldren, warum eine DNA-
Isolierung nicht erfolgreich war.

Die Mechanismen rund um den Abbau der Zecken im subkutanen Gewebe sind weiterhin
unklar. Interessant fiir weitergehende Untersuchungen ist die Frage, ob bei der Zersetzung
Pathogene der Zecke auf den Fuchs iibertragen werden.

Fiir die Ubertragung des FSME-Virus spielt die subkutane Lage und Zersetzung der Zecke
mutmallich nur eine untergeordnete Rolle. Denn das Virus persistiert in den Speicheldriisen

der Zecke und wird mit dem Stich sofort auf den Wirt iibertragen (SIMO et al. 2017). FSME
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ist eine zoonotische Erkrankung, die beim Menschen zu einem schweren bis
lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf fiihren kann. Da die derzeitige Risikobewertung in
Deutschland mittels humaner Fallzahlen immer weiter in Kritik gerdt (DOBLER et al. 2012),
ist die Suche nach einem geeigneten Sentinel in den Fokus geriickt IMHOFF et al. 2015). Nach
GERTH et al. (1995) sollte das ideale Sentinel fiir FSME folgende vier Bedingungen erfiillen.
Es sollte:

e cinen limitierten Bewegungsradius haben

e in groBer Zahl vorhanden sein

e im Untersuchungsgebiet gut verteilt sein

e cine langlebige Antikorperprasenz nach natiirlicher Infektion aufweisen
Der Lebensraum und damit auch der Bewegungsradius des Rotfuchses ist abhingig von der
Verfiigbarkeit von Nahrungsressourcen und der Habitatsstruktur. In Deutschland bewegen sich
landlich lebende Fiichse in einem 2 km? Radius, wihrend Stadtfiichse in einem kleineren
Radius von 0,5 km? leben (JANKO et al. 2012). Aufgrund der enormen Anpassungsfihigkeit
und dem Wegfall von Fressfeinden ist der Rotfuchs iiberall in Deutschland in groBer Zahl
verbreitet (ARNOLD et al. 2016). Die Dauer der Antikorperpriasenz ist derzeit unbekannt.
Allerdings zeigt der Rotfuchs nach experimenteller Infektion via infizierter Zecken oder
Virusinjektion klassische Symptome einer FSME-Erkrankung. Zusitzlich konnten eine
Virdmie und hohe Antikorpertiter gegen das FSME-Virus nachgewiesen werden (ERNEK et
al. 1958; RADDA et al. 1969).
AulBlerdem sollte das ideale Sentinel Zeckenspezies exponiert sein, die bekannte FSME-
Vektoren sind (IMHOFF et al. 2015). In Europa parasitieren mehrere Spezies der Gattung
Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma und Rhipicephalus auf dem Rotfuchs
(KARBOWIAK et al. 2020; LORUSSO et al. 2011; SANDOR et al. 2017; SOBRINO et al.
2012). Drei dieser Spezies, I. ricinus, D. reticulatus und H. concinna, sind Vektoren fiir das
FSME-Virus (KOZUCH et al. 1971; RIZZOLI et al. 2014; KOZUCH et al. 1980). Zusitzlich
konnte das Virus aus I. hexagonus, I. canisuga, H. punctata und I. trianguliceps isoliert werden,
typische Vertreter der Zeckenfauna des Fuchses in Europa (RADDA 1973; NOWAK-
CHMURA et al. 2012).
Zusammenfassend erfiillt der Rotfuchs alle Anforderungen, um als ideales Sentinel fiir das
FSME-Virus zu fungieren. Derzeit existieren allerdings keine publizierten Daten iiber die
Sensitivitdit und Spezifitdit von kommerziell erhéltlichen Screening-Methoden fiir die
Antikorper-Detektion beim Fuchs. Deswegen wurde der Seropridvalenz-Studie ein

Methodenvergleich vorangestellt.
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In Zusammenarbeit mit dem FSME-Konsiliarlabor unter der Leitung von Prof. Dobler wurde
ein kommerziell erhéltliches ELISA Kit (Immunozym FSME IgG All Species ELISA, Progen,
Heidelberg, Deutschland) und ein kommerziell erhiltlicher IFT (Euroimmun Anti-TBEV-IIFT,
Euroimmun AG, Liibeck, Deutschland) verglichen mit einem selbst entwickelten Mikro-NT als
Goldstandard. Nach 192 getesteten Proben mit allen 3 Testsystemen wurde eine weitere
Testung durch den IFT abgebrochen, da die Spezifitit des IFT deutlich niedriger war als die
des ELISA. Die Sensitivitdit von ELISA und IFT waren bei diesem Zwischenstand
vergleichsweise hoch, da liberwiegend positive Proben getestet wurden. Nachdem alle 1233
Serumproben im ELISA und NT getestet wurden, ergab sich flir den ELISA eine Sensitivitét
von 42,31 % und eine Spezifitit von 98,87 %. KLAUS et al. (2012) verwendeten ELISA Kits
derselben Firma und ermittelten dhnliche Werte fiir die Spezifitit und die Sensitivitét fiir die
Antikorper-Detektion in Ziegenseren. Der ELISA ist eine zuverldssige Methode fiir die
Diagnostik nach einer akuten FSME-Infektion (DOBLER 2018). Allerdings scheint die Anzahl
von falsch-negativen Ergebnissen zu steigen, wenn der Antikorpertiter in der Probe niedrig ist,
z. B. durch eine lang zuriickliegende Infektion oder durch die Verdiinnung der Serumprobe
(Manuskript in Vorbereitung). Deswegen ist ein Screening via ELISA oder IFT und eine
anschlieBende Bestdtigung der positiven Proben mittels NT flir epidemiologische
Fragestellungen nicht sinnvoll. Es stellt sich daher die Frage, ob fiir epidemiologische
Untersuchungen nur ein NT durchgefiihrt werden sollte.

Der NT ist das Testsystem mit der hochsten Spezifitdit und Sensitivitit fiir die FSME-
Antikorper-Diagnostik und basiert auf der Fahigkeit, von Antikdrpern lebende Viren zu
neutralisieren (LITZBA et al. 2014; KLAUS et al. 2011). Dadurch werden ausschlieflich die
Proben als positiv gewertet, die biologisch aktive und neutralisierende Antikérper gegen das
FSME-Virus enthalten. Ein weiterer Vorteil ist, dass der NT Spezies-unabhéingig funktioniert.
Deswegen kann der von uns entwickelte Mikro-NT fiir die Testung von FSME-spezifischen
Antikorpern jeglicher Tierarten verwendet werden. Die groften Nachteile des NT sind jedoch,
dass ein BSL3 Labor fiir die FSME-Virus Kultivierung ben6tigt wird und das Testergebnis erst
nach 5-7 Tagen abgelesen werden kann. Da fiir epidemiologische Fragestellungen Zeit kein
kritischer Faktor ist, kann dieser Nachteil des NT vernachlédssigt werden.

Eine grofe Schwierigkeit bei der Testung von Wildtier-Serumproben ist die oft nicht
hinreichende Qualitdt (IMHOFF et al. 2015; BALLING et al. 2014). Aufgrund der Himolyse
und der starken Verunreinigung wahrend der Probenentnahme ist eine Auswertung durch einen
NT zum Teil nicht moglich. Die Hamolyse und die Verunreinigungen wirken zelltoxisch,

sodass die Zellen bei der Zugabe der Probe absterben (BALLING et al. 2014). Wir haben die
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Proben zentrifugiert und fiir 30 min bei 56°C inaktiviert fiir die Elimination von
Verunreinigung, moglichen Pathogenen und des Komplementsystems (ROEHRIG et al. 2008;
THOMAS et al. 2009). Durch diese Vorbereitung der Proben war es uns mdglich, alle 1233
Serumproben im Mikro-NT zu testen. Es muss aullerdem beriicksichtigt werden, dass die
Serumproben schon bei der Entnahme verdiinnt wurden. Eine qualitative Untersuchung des
Antikorpertiters ist demzufolge fiir dieses Studiendesign nicht sinnvoll.

Zusammenfassend ist mit entsprechender Vorbereitung der Proben der von uns entwickelte
Mikro-NT eine vielversprechende Methode fiir die FSME Antikorper-Detektion beim
Rotfuchs. Insgesamt wurden in unserer Studie 1233 Rotfiichse aus allen Teilen Deutschlands
serologisch untersucht. Bei 260 (21,1 %) Serumproben wurden neutralisierende Antikdrper
nachgewiesen. Die ermittelten Seroprdvalenzen gegen FSME-spezifische Antikorper auf
Landkreis-Ebene reflektieren die Infektionsrate in Deutschland und weisen signifikante
Unterschiede zwischen den Risikogebieten (30,5 %; n = 173/568) und Nicht-Risikogebieten
(13,1 %; n = 87/665) auf. Besonders interessant sind die 87 positiv getesteten Fiichse aus den
Nicht-Risikogebieten. Diese stammen aus einem Landkreis in Brandenburg, zwei Landkreisen
in Hessen und Sachsen, vier Landkreisen jeweils in Rheinland-Pfalz, Sachsen-Anhalt und
Schleswig-Holstein, fiinf Landkreisen in Thiiringen, zehn Landkreisen in Niedersachsen und
sechszehn in Nordrhein-Westfalen. Die meisten dieser Landkreise werden nur durch eine
geringe Probenanzahl reprisentiert, sodass ein Vergleich der Privalenzen nicht sinnvoll ist.
Dennoch demonstrieren diese Beispiele die Moglichkeit, durch Seropridvalenzstudien beim
Fuchs neue FSME-Herde in Nicht-Risikogebieten aufzudecken. Infolge unserer Ergebnisse ist
es notwendig, in diesen Gebieten nach FSME-positiven Zecken fiir die Detektion des genauen
Standortes der FSME-Naturherde zu suchen.

Nach unserem Wissenstand sind wir die ersten, die derartig hohe Prdvalenzen von NT-
verifizierten FSMEV-spezifischen Antikdrper beim Rotfuchs in FSME Risiko- wie auch in
Nicht-Risikogebieten nachweisen konnten. In dlteren Studien aus Deutschland und den
Niederlanden wurden vor allem Fiichse aus Nicht-Risikogebieten getestet und es wurden keine
Antikorper bzw. nur bei einem Fuchs Antikorper gefunden (VAN DER POEL et al. 2005;
WURM et al. 2000). Bisher wurden nur zwei Studien in FSME Risikogebieten durchgefiihrt.
In einer Studie aus Deutschland wurden Seroprivalenzen bis zu 34,2 % ermittelt, allerdings
wurden diese Ergebnisse nicht mittels NT bestdtigt (RIEGER et al. 1999). Somit kénnen
mogliche Kreuzreaktionen mit anderen Flaviviren oder unspezifische Bindungen nicht

ausgeschlossen werden (DOBLER et al. 1996). Fiir die Studie von RADDA et al. (1968), die
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bei 10 von 26 untersuchten Fiichsen in Niederdsterreich Antikdrper nachweisen konnten, gilt
dhnliches.

Zwischen der humanen FSME-Inzidenz und der Seropridvalenz von Fiichsen aus FSME-
Risikogebieten konnte eine signifikante positive Korrelation festgestellt werden. Diese positive
Korrelation zeigt, dass die Seropridvalenz in Fiichsen die humanen Fallzahlen widerspiegelt.
Unsere Ergebnisse stimmen mit einer Studie aus Schweden {iberein, in der eine positive
Korrelation zwischen der Fuchspopulation und der humanen FSME-Inzidenz gefunden wurde
(HAEMIG et al. 2008). Sie widersprechen jedoch den Ergebnissen einer Studie aus
Deutschland, die den gegenteiligen Effekt beschrieben hat (KIFFNER et al. 2010).

Die Seroprivalenzen von Fiichsen aus Nicht-Risikogebieten hingegen stehen jedoch nicht in
einem Zusammenhang mit der humanen FSME-Inzidenz. Wir fanden Seropridvalenzen von bis
zu 33,3 % in Landkreisen mit einer Inzidenz von 0,0 % (Stadtkreis Gelsenkirchen, Minden-
Liibbecke, Nordfriesland). In keinem dieser Landkreise wurden bisher FSME-Fille beim
Menschen gemeldet. Es besteht Untersuchungsbedarf, ob diese Diskrepanzen auf niedrig
pathogene FSMEV-Stimme zuriickzufiihren sind, die eine Infektion des Menschen mit einem
inapparenten klinischen Verlauf verursachen (RUZEK et al. 2019). Da jedoch jedes Jahr
autochthone Félle von FSME beim Menschen auflerhalb der definierten Risikobereiche
gemeldet werden, nehmen wir an, dass dies auf unentdeckte FSME-Naturherde zuriickzufiihren
ist. Die Untersuchung von Fuchs-Seroprivalenzen konnte helfen, solche FSME-Herde zu
lokalisieren. Wir schlieBen daraus, dass der Rotfuchs ein geeigneter pradiktiver Sentinel ist und

die Seroprivalenz in Fiichsen die Inzidenz-basierte Risikobewertung ergénzen kann.
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Einleitung

Rotfiichse bevorzugen strukturreiche Lebensrdaume, in denen sich Wald, Wiesen und Gewéisser
abwechseln. Dadurch sind sie verschiedenen Vektoren und Krankheitserregern ausgesetzt. Zu
diesen Vektoren gehdren unter anderem Zecken, die wihrend der Blutmahlzeit verschiedene
Pathogene, wie beispielsweise das Frithsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSME-Virus),
auf den Fuchs iibertragen konnen. Die Zecken sind wihrend des Saugaktes fest in der &ueren
Haut des Wirtes verankert. Erstaunlicherweise findet man bei Fiichsen Zecken im subkutanen
Gewebe.

Ziele der Untersuchung

Die Ziele dieser Arbeit sind Fiichse aus Deutschland erstmals gezielt auf subkutane Zecken zu
untersuchen, die Zeckenspezies anhand von morphologischen und genetischen Merkmalen zu
bestimmen, sowie die Gewebereaktion des Fuchses zu analysieren. Zusétzlich soll eine
Seropriavalenzstudie in bekannten FSME Risiko- und Nicht-Risikogebieten durchgefiihrt
werden, um die Rolle des Fuchses im natiirlichen FSME-Ubertragungszyklus zu beleuchten.
Der Seroprivalenzstudie soll ein Methodenvergleich von serologischen Nachweismethoden
von Antikorpern gegen das FSME-Virus vorangestellt werden, da derzeit keine Daten zu
Sensitivitit und Spezifitét fiir die Diagnostik beim Rotfuchs bekannt sind.

Tiere, Material und Methoden

Es wurden 126 Fuchsfelle aus verschiedenen Teilen Deutschlands untersucht und die
subkutanen Zecken aus dem Gewebe prépariert. Die genaue Lokalisation jeder Zecke wurde

dokumentiert, anschliefend wurden die Zecken anhand von standardisierten Protokollen
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morphologisch bestimmt. Stark zersetzte Zecken sollten unter Verwendung der PCR
Amplifikation des 16S rRNA-Gens und des coxl-Gens identifiziert werden. Die genaue
Lokalisation der Zecken in der Haut wurde statistisch ausgewertet und in einer
Schemazeichnung dargestellt. Die Hematoxylin- und Eosin-Farbung wurde verwendet fiir die
histopathologische Untersuchung der Gewebereaktion der Fiichse. Fiir die Seroprévalenzstudie
wurde ein kommerziell erhiltlicher ELISA und IFT miteinander verglichen und die Sensitivitét
und Spezifitit ermittelt. Die Verifizierung erfolgte durch einen neu entwickelten Mikro-
Neutralisationstest. Insgesamt wurden 1233 Fiichse aus FSME Risiko- und Nicht-
Risikogebieten serologisch untersucht. Fiir die statistische Auswertung beider Studien wurden
folgende Tests angewandt: Mann-Whitney-U-Test, Fisher's exact test, Chi-Quadrat
Streuungstest, Rangkorrelation nach Spearman, Korrelation nach Bravais-Pearson.
Ergebnisse

Bei 111 der 126 (88,1 %) Fuchsfellen wurden mindestens 1 bis maximal 79 Zecken aus dem
subkutanen Gewebe prépariert. Die insgesamt 1203 Zecken konnten alle der Gattung Ixodes
zugeordnet werden. Von diesen konnten 301 Zecken bis auf Spezieslevel identifiziert werden:
Ixodes ricinus (Weibchen, n = 289; Ménnchen, n = 8; Nymphe, n = 1), I. hexagonus (Weibchen,
n=2), l. canisuga (Weibchen, n = 1). Die drei pridominanten Korperregionen fiir die subkutane
Zeckenlokalisation waren Ohr, Inguinal- und Axillarregion. In der pathohistologischen
Untersuchung zeigte sich eine granulomatdse Panniculitis, deren Schwere mit zunehmender
Zersetzung der Zecken zunahm. Fiir den epidemiologischen Nachweis von FSME-spezifischen
Antikorpern eignete sich der von uns entwickelte Mikro-NT. Die Spezifitit des IFT (62,3 %)
und die Sensitivitit des ELISA (42,3 %) waren unzureichend. Die Gesamtpridvalenz von
FSME-spezifischen Antikorpern bei Fiichsen in Deutschland lag bei 21,1 % (n = 260/1233),
wobei signifikante Unterschiede zwischen den Risikogebieten (30,5 %) und Nicht-
Risikogebieten (13,1 %) bestehen. In den Risikogebieten konnte eine positive Korrelation
zwischen der humanen FSME-Inzidenz und der Seropridvalenz der Fiichse ermittelt werden. In
Nicht-Risikogebieten konnte keine Korrelation festgestellt werden. Dort waren bis zu 30 % der
Fiichse positiv, wihrend die humane Inzidenz gegen null ging.

Schlussfolgerung

Die subkutane Lokalisation der Zecken scheint beim Fuchs eher die Regel als die Ausnahme
zu sein. Das tiefe Eindringen longirostraler Ixodes-Zecken sowie die langen Saugzeiten der
Weibchen scheinen die subkutane Lokalisation zu begiinstigen. Der Rotfuchs ist als pradiktiver

Sentinel fiir FSME geeignet und in der Lage unentdeckte FSME-Herde aufzudecken.
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Introduction

Red foxes prefer highly variegated landscapes where forest, grassland and water bodies
alternate. Thus, they are exposed to different vectors and infectious diseases. These vectors
include ticks, which can transmit various pathogens, such as the (Tick-borne encephalitis
Virus) TBE virus, to the fox during the blood meal. Ticks are usually strongly attached to the
external surface of their hosts to remain in place for a blood meal. Interestingly, in some cases
ticks can also be found in the subcutaneous tissue of red foxes.

Objectives

The objectives of this study were to examine foxes from Germany for the first time specifically
for subcutaneous ticks, to identify the tick species by morphological and genetic characteristics
and to analyze the tissue reaction of the fox. In addition, we compared different serological
methods for TBEV antibody detection in red foxes, because no data exists about sensitivity and
specificity. Subsequently we performed a seroprevalence study in known TBE risk and non-
risk areas to shed light into the role of the fox in the natural transmission cycle of TBEV.
Material and Methods

The visceral side of 126 red fox furs from Germany was examined visually searching for ticks.
The localization of ticks was recorded and assigned to ten specific body parts. Morphological
identification of ticks was performed according to standardized taxonomic protocols. Ticks
which could not be further identified were examined genetically via conventional PCR targeting
the 16S rRNA and coxl gene. Hematoxylin and eosin (H&E) staining was used for

histopathological examination. For the seroprevalence study a commercially available ELISA

52



Summary

and IFA were compared and sensitivity and specificity was determined. The verification was
performed by a newly developed micro neutralization test. A total of 1233 foxes from TBE risk
and non-risk areas were serologically examined. The following tests were used for the statistical
analysis of both studies: Mann-Whitney-U-Test, Fisher's exact test, chi-square test, Pearson's
correlation coefficient, Spearman's rank correlation.

Results

In 111 of the 126 (88.1 %) examined foxes, at least 1 to a maximum of 79 ticks were prepared
from the subcutaneous tissue. The altogether 1203 ticks could all be assigned to the genus
Ixodes. Out of these 301 ticks could be identified down to species level: Ixodes ricinus (female,
n = 289; male, n = 8; nymph, n = 1), |. hexagonus (female, n = 2), I. canisuga (female, n = 1).
The three predominant body regions for subcutaneous tick localization were the ear, inguinal
and axillary regions. The pathohistological examination revealed a granulomatous panniculitis,
the severity increases with the tick decomposition progresses. For the epidemiological detection
of TBEV-specific antibodies the micro-NT was most suitable. The specificity of the IFT
(62.3 %) and the sensitivity of the ELISA (42.3 %) were insufficient. The overall prevalence of
TBEV-specific antibodies in foxes in Germany was 21.1 % (n = 260/1233), with significant
differences between risk areas (30.5 %) and non-risk areas (13.1 %). In the risk areas, a positive
correlation between human TBE incidence and seroprevalence in foxes was found. In non-risk
areas no correlation could be found. There, up to 30 % of foxes were positive, while the human
incidence was close to zero.

Conclusion

The subcutaneous localization of ticks seems to be the rule rather than the exception in red
foxes. The deep penetration of longirostral Ixodes-ticks, as well as the long feeding times of the
females seem to favor the subcutaneous localization. The red fox is suitable as a predictive

sentinel for TBE and is able to detect undiscovered TBE foci.
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