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1EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Erkrankungen, die durch Zecken Ubertragen werden, nehmen weltweit an Bedeutung zu. Die
Vielfalt der Erreger, die durch Zecken Ubertragen wird, ist grofler als bei jeder anderen
Arthropodenart (JONGEJAN und UILENBERG 2004). Als Ubertrager von human-
pathogenen Erregern stehen sie nach den Stechmicken mittlerweile an zweiter Stelle
(PAROLA und RAOULT 2001). Daraus ergibt sich die Notwendigkeit die Verbreitung der
Vektoren und die Prévalenzen bestimmter Erreger in ihnen zu untersuchen, um das Risiko
einer Infektion von Mensch und Tier abschdtzen zu kdnnen.

Die braune Hundezecke, Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), gilt als eine der weltweit
am weitesten verbreiteten Arten und als Ubertrager von zahlreichen Krankheitserregern mit
und ohne zoonotischen Charakter, wie z.B. Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Rickettsia
conorii, Rickettsia rickettsii und Coxiella burnetii (DANTAS-TORRES 2008). Bedingt durch
diese breite Vektorkompetenz und die Affinitdt zum Wirtstier Hund, sind R. sanguineus s.l.
Zecken von hoher medizinischer, veterindrmedizinischer und auch wirtschaftlicher
Bedeutung. Steigende Temperaturen fuhren auf der einen Seite zur weiteren Verbreitung von
R. sanguineus s.I. in immer nérdlichere Lebensrdume und auf der anderen Seite zu einer
hoheren Tendenz auch den Menschen als Wirt zu nutzen (PAROLA et al. 2008). Trotz
zahlreicher phylogenetischer Studien ist der taxonomische Status und geografische Ursprung
dieser Zeckenart nicht eindeutig geklart. Deshalb wird zum jetzigen Zeitpunkt nicht von einer
Art, sondern von einer Gruppe sehr dhnlicher Zeckenarten als R. sanguineus-Gruppe bzw.
von R. sanguineus sensu lato gesprochen (NAVA et al. 2015). Aufgrund phylogenetischer
Untersuchungen der mitochondrialen 12S- und 16S rRNA Gene werden aktuell zwei grof3e
Cluster und dadurch vermutlich mindestens zwei unterschiedliche Arten unter dem Namen
R. sanguineus beschrieben. Die sogenannte ,southern/temperate linecage und die
,horthern/tropical lineage* (MORAES-FILHO et al. 2011, NAVA et al. 2012, SANCHES et
al. 2016). Eine Studie geht sogar von mindestens vier morphologisch und genetisch
unterscheidbaren Arten unter demselben Namen aus, R. sanguineus sensu lato,
Rhipicephalus sp. I, Rhipicephalus sp. 11 und Rhipicephalus sp. 111 (DANTAS-TORRES et al.
2013).

Es herrscht bis heute kein Konsens, ob diese Art ihren Ursprung in Afrika oder Europa hat
(MOREL und VASSILIADES 1962, WALKER et al. 2000, DANTAS-TORRES 2008). Das
Genus Rhipicephalus wird von WALKER et al. (2000) urspringlich dem afrikanischen
Kontinent zugeordnet. Adaptiert an den Haushund kommt R. sanguineus s.l. somit mindestens
in allen von Menschen besiedelten Regionen Afrikas vor (WALKER et al. 2003). Trotzdem
sind nur vergleichsweise wenige genetische Daten zu R. sanguineus s.. aus den
unterschiedlichen afrikanischen Landern verfugbar. Zeckenfunde an Hundemumien aus dem
alten Agypten um 300 v.Chr. konnten anhand morphologischer Charakteristika, wie z.B.
Form der Stigmenplatten, Genitalporus, Adanal- und akzessorische Adanalplatten, von
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1EINLEITUNG

OTRANTO et al. (2014) als Rhipicephalus sp. Il in der R. sanguineus-Gruppe bestimmt
werden. Dies entspricht der ,,temperate lineage* (s. Kapitel 2.1.3.1.1). Eine aktuelle Studie,
die erstmals Zecken aus Agypten anhand genetischer DNA Marker untersucht, ordnet
R. sanguineus s.l. durch Vergleiche von Sequenzen aus Israel, dem Iran und der Turkei
ebenfalls der ,,temperate lineage* zu (ABDULLAH et al. 2016).

Agypten liegt als Bindeglied zwischen dem nordafrikanischen Raum und dem sidlich
angrenzenden Subsahara-Afrika, im Osten zu lIsrael sowie Uber die Mittelmeerrouten zum
europdischen Raum im Norden. Somit bietet sich dieses Land fur Untersuchungen an Zecken
und durch Zecken ubertragenen Erregern an. Phylogenetische Daten aus Agypten und
Nordafrika konnen einen wesentlichen Anteil an der Klarung von Ursprung und Verbreitung
von Rhipicephalus sanguineus s.I. haben und sollen mit dieser Arbeit Uber Zecken im
oberéagyptischen Luxor ergénzt werden.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit war der Nachweis von Rhipicephalus muhsamae, einer bisher
fir Agypten nicht beschriebenen Art im Genus Rhipicephalus, die nahe verwandt ist mit
Rhipicephalus sanguineus. Da bislang nur wenig (ber die Bedeutung von R. muhsamae als
Vektor bekannt ist, wurden diese Zecken auch molekularbiologisch auf das Vorhandensein
bestimmter Pathogene untersucht.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Zecken
2.1.1 Taxonomie

Zecken sind obligat hamatophage Ektoparasiten. Sie lassen sich taxonomisch in den Stamm
der Arthropoda und den Unterstamm Amandibulata einordnen. Zusammen mit den Milben
bilden sie in der Klasse der Arachnidea die Unterklasse Acari. Die sich anschlieBende
Ordnung der Ixodida (= Metastigmata, aufgrund der Stigmenplatte hinter den Coxen des
vierten Beinpaares) wird in drei grofle Familien eingeteilt, die Schildzecken (Ixodidae),
Lederzecken (Argasidae) und die Nutalliellidae (LUCIUS und LOOS-FRANK 2008). Die fir
diese Arbeit relevanten Zeckenspezies sind Teil der Unterfamilie Rhipicephalinae in der
Familie der Ixodidae. Weitere Unterfamilien sind die Ixodinae, Hyalomminae,
Amblyomminae und Haemaphysalinae. Bisher sind ca. 867 lebende Arten beschrieben,
darunter allein 682 in der Familie der Ixodidae (GUGLIELMONE und NAVA 2014, NIJHOF
etal. 2017).

2.1.2 Zeckenarten in Agypten

Erste Beschreibungen von Zecken finden sich in dgyptischen Grabern von vor 3500 Jahren, in
denen Wandzeichnungen von Hyénen-ahnlichen Tieren mit Zecken am Ohr gefunden wurden
(ARTHUR 1965). Zeckenfunde an Hundemumien aus dem vierten Jahrhundert v. Chr.
wurden dem Genus Rhipicephalus zugeordnet und als Rhipicephalus sanguineus s.l.
bezeichnet (OTRANTO et al. 2014).

HOOGSTRAAL (1956) beschrieb in seinem Buch ,,African Ixodoidea® die Arten Argas
brumpti, Hyalomma dromedarii, H. impeltatum, H. marginatum rufipes (heute: H. rufipes)
und Rhipicephalus sanguineus. Haemaphysalis leachi leachi (heute: Haemaphysalis leachi
Audouin) wurde ebenfalls von HOOGSTRAAL (1958) beschrieben. Im selben Jahr entstand
auch eine Auflistung von 30 Zeckenarten aus Agypten (HOOGSTRAAL und KAISER 1958).
H. marginatum rufipes (heute: H. rufipes) wurde vor allem auf Zugvogeln beobachtet
(HOOGSTRAAL et al. 1961).

Weitere Arten auf der Sinai-Halbinsel wurden von SHOUKRY et al. (1993) beschrieben:
H. anatolicum anatolicum (heute: H. anatolicum), H. anatolicum excavatum (heute:
H. excavatum), H. marginatum turanicum (heute: H. turanicum), H. schulzei, Rhipicephalus
turanicus, Boophilus annulatus (heute: Rhipicephalus annulatus), Ornithodors erraticus
(heute: Carios erraticus Lucas) und Argas persicus.

Aktuelle Studien zum Vorkommen der Zeckenarten in Agypten filhren ahnliche Arten auf.
Zusatzlich zu oben genannten wurden H. truncatum, H. marginatum marginatum (heute:
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2 LITERATURUBERSICHT

H. marginatum), R. guilhoni, R. camicasi, Amblyomma lepidum, A. marmoreum,
A. variegatum, Argas hermanni und Argas arboreus gefunden. Hyalomma-Spezies wurden
vor allem auf Kamelen und Kuihen beschrieben. Kiihe waren der alleinige Wirt von Boophilus
annulatus (heute: Rhipicephalus annulatus). Zecken vom Genus Rhipicephalus parasitierten
vor allem auf Hunden, teilweise auch auf Kamelen und Schafen. Argas Spezies befanden sich
ausschliellich auf Geflugel (EL KAMMAH et al. 2001, LOFTIS et al. 2006).

R. sanguineus s.l. ist, auch in Agypten, die am haufigsten auf Hunden parasitierende Zecke
(HOOGSTRAAL und KAISER 1958, HARIDY et al. 2009, ABDULLAH et al. 2016).

2.13 Rhipicephalinae
2.13.1 Rhipicephalus sanguineus sensu lato

21311 Taxonomie, Morphologie und genetische Studien von Zecken der
R. sanguineus-Gruppe

Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE 1806), auch bekannt als braune Hundezecke oder
engl. ,.kennel tick®, zdhlt im Genus Rhipicephalus zur Unterfamilie der Rhipicephalinae in der
Familie der Ixodidae. Der Name leitet sich von den griechischen Wortern Rhipis (Fécher) und
kephale (Kopf) sowie vom lateinischen Wort sanguineus (blutig) ab.

Es handelt sich um mittelgro3e rétlich bis dunkelbraune Zecken. Mannchen und Weibchen
sind ca. 3-4 mm grof3, im gesaugten Zustand erreichen adulte Weibchen eine Lange von bis
zu 10 mm. Charakteristisch ist eine hexagonale Basis capituli mit kurzen Mundwerkzeugen
und Pedipalpen. Das Capitulum ist bei beiden Geschlechtern insgesamt breiter als lang. Die
Coxen des ersten Beinpaares sind tief gekerbt und tragen einen deutlichen Fortsatz (BOCH et
al. 2006).

Die erste, wenig detaillierte Beschreibung im Jahr 1806 von Ixodes sanguineus nach Latreille
lautete wie folgt: ,,Sanguineus, punctatus, postice lineolis tribus impressus; dorso antico
macula nulla thoracica, distincta® (LATREILLE 1806). Ubersetzt bedeutet dies in etwa:
,blutrot, gepunktet, posterior mit drei eingedrickten Linien, anterodorsal kein deutlicher
thorakaler Fleck®.

Durch KOCH (1844) erfolgte die Einordnung in das Genus Rhipicephalus. Die erste
morphologische Beschreibung reicht als fundierte Grundlage zur Beschreibung dieser Art
nicht aus und es existiert kein Originalmaterial mehr, mit dessen Hilfe eine bessere
Charakterisierung vorgenommen werden konnte. Deshalb muss fachlich korrekt von der
Rhipicephalus sanguineus-Gruppe oder R. sanguineus sensu lato gesprochen werden
(DANTAS-TORRES 2010, DANTAS-TORRES et al. 2013, NAVA et al. 2015). Der Name
Rhipicephalus sanguineus sensu stricto kann keiner Population eindeutig zugeordnet werden.
Alle folgenden Erwéhnungen des Namens R. sanguineus in dieser Arbeit beziehen sich also

auf eine Gruppe sehr &hnlicher Arten deren taxonomischer Status unter standiger
4
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Reevaluation liegt (s. Abb. 1). Unter dem Synonym R. sanguineus s.s. wurden im Laufe der
Jahre zahlreiche Arten und Unterarten in verschiedenen Publikationen geflhrt, da einige
Arten vor allem auf morphologischer Ebene auch fir versierte Spezialisten kaum zu
unterscheiden sind. Nach seiner Beschreibung einer neuen Art namens Rhipicephalus sulcatus
Neumann im Jahr 1908, teilte Neumann drei Jahre spater R. sanguineus erstmals in
3 Unterarten ein: R. sanguineus sanguineus Latreille, 1806, R. sanguineus punctatissimus
Gerstacker, 1873 und R. sanguineus brevicollis Neumann, 1897 (NEUMANN 1908; 1911).
Eine weitere Variante folgte durch ZUMPT (1939;1940), der Zecken in der UdSSR verglich
und folgende Unterarten einteilte: R. sanguineus sanguineus, R. sanguineus rossicus Yakimov
und Kohl-Yakimov,1911 und spater R. sanguineus schulzei Olenev, 1929. Wéhrend
CAMICAS (1998) der R. sanguineus-Gruppe noch 17 Arten zuordnete, werden in aktuelleren
Studien meist 11 oder 12 Arten gelistet (s. Tabelle 1 nach PEGRAM et al. 1987b)
(CAMICAS 1998, WALKER et al. 2000, GRAY et al. 2013, GUGLIELMONE und NAVA
2014). Die von NEUMANN (1911) beschriebenen Unterarten wurden in WALKER et al.
(2000) jeweils als Synonym von R. sanguineus s.s. tbernommen. Den Grundstein fur heutige
Uberlegungen und die Einordnung in die R. sanguineus-Gruppe legten Wissenschaftler wie
FELDMAN-MUHSAM (1952), HOOGSTRAAL (1956) sowie MOREL und VASSILIADES
(1962), welche die Gedanken wvon russischen Autoren, vor allem von Pomerantsev
weiterfihrten (NAVA et al. 2015).

northern lineage*

nstindige Arten: Rhi

. sanguineus-Cluster Breitengrade

R. sanguineus punctatissimus Gersticker 1873: R.sanguineus brevicollis
ZUMPT 3 Unterarten R. sanguineus sanguineus, R. sanguineus rossicus
ZAHLER et. al. (ITS2) + BEATI/ KEIRANS 2001 (12S rRNA)

NEUMANN 3 Unterarten: R. sanguineus sanguineus Latreille, 1806;

N
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Abb. 1: Chronologische Darstellung der taxonomischen Entwicklung der Rhipicephalus sanguineus-
Gruppe



2 LITERATURUBERSICHT

Rhipicephalus sanguineus sensu stricto (Latreille, 1806)
Rhipicephalus sulcatus Neumann, 1908

Rhipicephalus rossicus Yakimov and Kohl-Yakimov, 1911
Rhipicephalus schulzei Olenev, 1929

Rhipicephalus pumilio Schulze, 1935

Rhipicephalus pusillus Gil Collado, 1936

Rhipicephalus turanicus Pomerantsev, 1940

Rhipicephalus leporis Pomerantsev, 1946

Rhipicephalus guilhoni Morel and Vassiliades, 1963
Rhipicephalus moucheti Morel, 1965

Rhipicephalus bergeoni Morel and Balis, 1976
Rhipicephalus camicasi Morel, Mouchet and Rodhain, 1976

Tabelle 1 Arten der R. sanguineus-Gruppe (nach PEGRAM et al., 1987b)

Durch POMERANTSEYV et al. (1940) erfolgte eine erste Separierung von Rhipicephalus
turanicus, welche laut Beobachtungen dieser Studie auf Huftieren parasitiert und
R. sanguineus, als vorrangige Hundezecke im mediterranen Raum (GRAY et al. 2013,
DANTAS-TORRES 2013). Zudem wurden R. rossicus und R. schulzei durch
POMERANTSEYV et al. (1940) und FILIPPOVA (1997) wieder zu eigenstandigen Arten
erhoben, entgegen der Studien von Zumpt. Zu dieser Zeit wurden auBerdem R. pumilio und
R. leporis der R. sanguineus-Gruppe hinzugefugt (ZUMPT 1950, FILIPPOVA und PANOVA
1983, NAVA et al. 2015). FELDMAN-MUHSAM (1952) beschrieb R. secundus als
nahverwandte Art zu R. sanguineus s.s., zu unterscheiden durch die Form des Genitalporus.
Angestolien durch die Erkenntnisse von PEGRAM et al. (1987a), wird R. secundus heute als
Synonym von R. turanicus betrachtet (CAMICAS 1998). R. turanicus wurde auf der
Grundlage von Untersuchungen an Populationen in Turkmenistan einer genaueren
Charakterisierung unterzogen (FILIPPOVA und PANOVA 1983, NAVA 2015). In seiner
Beschreibung Uber Zecken im Sudan bemerkte HOOGSTRAAL (1956) deutliche
innerartliche morphologische Unterschiede (u.a. IndividualgroRe, Anzahl und Dichte der
Punktation, Form der Adanalplatten). Ebenso beschrieben PEGRAM et al. (1987b) einige
Jahre spater unter anderem Unterschiede in der Form der weiblichen Genital6ffnung und
untersuchten dabei R. sanguineus von funf Kontinenten.

Auch in Stidamerika gibt es, bestatigt durch mehrere Studien, sowohl auf morphologischer als
auch biologischer und genetischer Basis, mindestens zwei R. sanguineus Arten. So wurden
zwischen teilweise gesaugten Weibchen aus Argentinien und Brasilien gravierende
Unterschiede von Korpergrofie oder Form des Genitalapparates festgestellt (DE OLIVEIRA
et al. 2005). Die daraus resultierende Annahme von zwei existierenden Arten konnte durch
Paarungsversuche in einer Studie von SZABO et al. (2005) gestltzt werden, bei denen sterile
Hybride gezeugt wurden und deutliche Unterschiede in der mitochondrialen DNA von
Zecken der beiden genannten Lander detektiert werden konnten. AuRerdem wurden in dieser
Studie genetische Ubereinstimmungen zwischen den brasilianischen R. sanguineus zu

6
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R. turanicus aus Afrika und den argentinischen R. sanguineus zu Populationen aus Europa
gefunden. Die Charakterisierung und Differenzierung der R. sanguineus-Gruppe anhand
genetischer Marker gilt seit einigen Jahren als Standard. Erste genetische Vergleiche beruhten
auf Untersuchungen der zweiten internal transcribed spacer rRNA Region (ITS2), die von
ZAHLER et al. (1997) entwickelt wurde. Die Sequenzierung ergab eine enge genetische
Verwandtschaft zwischen R. pumilio und R. rossicus auf der einen Seite und zwischen
R. sanguineus s.s. (aus Burkina Faso und Aserbaidschan) und R. turanicus (Turkmenistan) auf
der anderen Seite (ZAHLER et al. 1997). Die Zusammenfiihrung von R. pumilio und
R. rossicus zu einer einzigen Art konnten BEATI und KEIRANS (2001) durch Sequenzen des
mitochondrialen 12S rRNA Gens bestatigen. Gleiches gilt jedoch nicht fiir die Behauptung
R. sanguineus s.s. und R. turanicus seien nur eine Art. Diese Vermutung lasst sich aufgrund
von Vergleichen des 12S rRNA Gens nur fir einzelne geografische Bereiche bestatigen. So
unterscheiden sich Populationen aus dem 6stlichen mediterranen Raum deutlich von
afrikanischen Spezies mit Unterschieden zwischen 5,9 % und 8,3 %. Mediterrane
Populationen im Nordwesten und turkmenische Populationen weichen hingegen kaum
voneinander ab (2,4 %), was die These einer gleichen Art oder einer nahen Verwandtschaft
nicht ausschlieBt. In Anbetracht der hohen innerartlichen Variabilitat einzelner Zeckenarten
postulieren BEATI und KEIRANS (2001) aulerdem, dass Sequenzunterschiede des
12S rRNA Gensegments von bis zu 7,7 % noch innerhalb einer Art stattfinden kénnen.
GroRere genetische Abweichungen sprechen fir verschiedene Arten. Anwendung findet diese
Hypothese auch in einer Studie zu molekularen Unterschieden zwischen brasilianischen
R. sanguineus-Populationen zu Zecken der R. sanguineus-Gruppe aus Amerika als auch
weltweit (BURLINI et al. 2010). So zeigten sich innerhalb Brasiliens innerartliche genetische
Abweichungen des 12S rRNA Gens von bis zu 6,6 % (BURLINI et al. 2010).

Insgesamt konnten im weltweiten Vergleich zwei R. sanguineus-Cluster erarbeitet werden,
welche sogar geografisch an Breitengraden nachzuvollziehen sind. Analysiert wurden hierzu
mitochondriale 12S rRNA und 16S rRNA Genfragmente. Die erste Gruppe beinhaltet
R. sanguineus aus Brasilien, Thailand und Taiwan, sowie R. turanicus aus Zambia und
Zimbabwe und ist zwischen dem 25° nérdlicher bis 22° stdlicher Breite existent. Oberhalb
von 29° nordlicher sowie unterhalb 30° sudlicher Breite sind die Populationen der zweiten
genetisch verwandten Gruppe verbreitet. Dazu zahlen R. sanguineus aus Argentinien und
Uruguay, Populationen aus den USA und Frankreich, sowie Agypten, als auch R. turanicus
aus Frankreich und lIsrael. Zusétzlich wurde eine dritte Gruppe von R. turanicus Proben
ebenfalls aus Israel und der Turkei detektiert (BURLINI et al. 2010). Als sogenannte ,,tropical
lineage* und ,,temperate lineage™ konnten diese zwei Cluster in folgenden Studien bestitigt
werden. Die ,tropical lineage* formte sich mit R. sanguineus Zecken vom Norden Mexikos,
Zentralamerika und tropischen Klimazonen Sudamerikas, welche nah verwandt sind mit
Populationen aus Sudafrika und Mosambik. Mit Bezug zu westeuropdischen R. sanguineus
Zecken aus Frankreich, Spanien und Italien korrelierten Zecken in der ,,temperate lineage*
mit R. sanguineus aus den kélteren und sldlichsten Regionen des stidamerikanischen

Kontinents (MORAES-FILHO et al. 2011).
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NAVA et al. (2012) nehmen eine ahnliche Einteilung in zwei Hauptgruppen vor. Die
sogenannte ,,southern lineage* mit Haplotypen aus Argentinien, Chile und Uruguay, welche
auf Basis von 12S rRNA und 16S rRNA Gensequenzen mit Sequenzen aus Westeuropa eine
phylogenetische Einheit bilden und die ,,northern lineage®, in welche Haplotypen aus
Brasilien, Paraguay, Kolumbien, Nordargentinien sowie aus Stidafrika und Mosambik fallen.
Die Annahme, dass R. sanguineus s.s. urspringlich aus Frankreich stammt, flhrte zu der
Aussage, dass die ,,southern lineage“ vermutlich die urspriinglichen R. sanguineus
reprasentierten.

In einer Studie von 2013 konnten anhand morphologischer und genetischer Daten von auf
Hunden parasitierenden Rhipicephalus-Arten, neben den beiden bekannten genetischen
Linien, zwei weitere charakterisiert werden: Rhipicephalus sp. I und R. sp. Ill. Diese
unterschieden sich deutlich von R. sanguineus s.l. und R. turanicus. R. sanguineus s. |. dieser
Studie stimmten mit der sogenannten ,northern lineage™ genetisch iiberein und waren
weltweit vertreten, die Zecken der Gruppe R. sp. Il mit der ,,southern lineage (DANTAS-
TORRES et al. 2013). Eine aktuelle Studie von SANCHES et al. (2016) beschreibt ebenfalls
diese zwei Cluster und ordnet in den sogenannten ,.tropical strain weitere R. sanguineus aus
Thailand ein. Zudem wird die These von mindestens zwei Arten unter dem Namen
R. sanguineus durch morphometrische Analysen gestitzt, welche vor allem bei den Weibchen
signifikante Unterschiede zwischen den Populationen der ,tropical linecage” und der
temperate lineage” aufweisen, gemessen unter anderem an der Lidnge und Breite von
Idiosoma und Scutum (SANCHES et al. 2016). HORNOK et al. (2017) ordnen Rhipicephalus
sp. 1 und Il, in Anlehnung an die Studie von DANTAS-TORRES et al. (2013), als
Untergruppen dem ,temperate strain“ zu. Beide sind laut der Studie im Mittelmeerraum
vertreten, Rhipicephalus sp. I im Osten und Rhipicephalus sp. 11 im mittleren und westlichen
Teil (HORNOK et al. 2017).

Detaillierte Beschreibungen zu Synonymen und morphologischen Charakteristika, sowie
innerartliche Variationen der R. sanguineus-Gruppe stellen WALKER et. al im Jahr 2000
veroffentlichten Buch ,,The Genus Rhipicephalus (Acari, Ixodidae): A Guide to the Brown
Ticks of the World* dar. Die Morphologie von R. sanguineus s.l. nach WALKER et al. (2003)
lautet wie folgt (s. Abb. 2a/b): Die Basis capituli der Weibchen hat breite seitliche Winkel,
die der Mannchen ist deutlich abgerundet. Bei den Weibchen sind die Palpen etwas langer als
bei den Méannchen. Das nicht ornamentierte Scutum der Weibchen ist langer als breit und hat
einen kurvenreichen hinteren Rand. Die leicht konvexen Augen sind dorsal von einigen
Punktationen umrandet. Die Zervikalfurche erscheint leicht eingedrickt und hat die Form
einer Skalpellklinge. Entlang der Marginalfurche sind grobere Punktationen. Die
Genital6ffnung auf der ventralen Korperseite hat eine breite U-Form (s. Abb. 3).
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Rhipicephalus muhsamae Rhipicephalus sanguineus s.1.

Minnchen, Dorsalansicht

Zervikalfurchen nicht erkennbar

Augen, flach

Lateralfurchen, deutlich ausgeprégt,

den 2. Feston einschlieend

Augen, leicht konvex

Conscutum hinter den Augen

breit auslaufend

Conscutum, wenige kleine

Lateralfurche, deutlich augeprigt

Punktuationen

Stigmenplatten, dorsal sichtbar

Abb. 2a: Vergleichende Dorsalansicht Mé&nnchen von Rhipicephalus sanguineus s.l. (rechts) und
Rhipicephalus muhsamae (links), modifiziert nach WALKER et al. (2000).

Areae porosae,

Rhipicephalus muhsamae Rhipicephalus sanguineus s.1.

‘Weibchen, Dorsalansicht

Basis capituli, breite seitliche Winkel

mit breitem Abstand

Augen, flach

Zervikalfurche, skalpellférmig

Augen, leicht konvex

Scutum, hellbraun

Scutum, dunkelbraun

Abb. 2b: Vergleichende Dorsalansicht Weibchen von Rhipicephalus sanguineus s.l. (rechts) und
Rhipicephalus muhsamae (links), modifiziert nach WALKER et al. (2000).
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Das Conscutum der Mannchen beginnt schmal und verlduft hinter den leicht gewdlbten
Augen breiter aus. Wie bei den Weibchen sind die Augen dorsal mit einigen Punktationen
umrandet. Die Zervikalgruben sind klein und tief. Die Zervikalfurchen sind kaum bis gar
nicht zu erkennen. Die Marginalfurchen sind deutlich sichtbar, punktiert und beginnen hinter
den Augen. Nach posterior schlieRen sie die ersten beiden Festone ein. Die
Posteriolateralfurche ist nahezu kreisformig, die Posteromedianfurche ist langlich und schmal.
Typisch sind meist vier Reihen von grélieren, deutlichen Punktationen, die individuell in ihrer
Intensitdt verschieden gut zu erkennen sind. Die ventral liegenden, verlangerten
Stigmenplatten sind von dorsal sichtbar. Der Adanalschild hat eine anndhernd dreieckige
Form mit einer breiten, teilweise abgerundeten Basis posterior. Auch der akzessorische
Analschild ist deutlich erkennbar (s. Abb. 4).

Bis zur Klarung des taxonomischen Status der R. sanguineus Zecken gelten alle
morphologischen Beschreibungen unter VVorbehalt. AulRerdem ist zu beachten, dass es auch
innerhalb einer Art morphologische Unterschiede gibt (HOOGSTRAAL 1956). Dieser
Aspekt, sowie zahlreiche unterschiedliche Beschreibungen der mutmaRlich gleichen
Zeckenart aus verschiedenen Léndern und Kontinenten, macht eine richtige Beschreibung
zum jetzigen Zeitpunkt fast unmoglich (NAVA et al. 2015).

Rhipicephalus muhsamae Rhipicephalus sanguineus s.l.

Weibchen, Ventralansicht Genitalapparat

Kurze U-Form,
nach anterior breiter, mit

sklerotisierten Rindern

Abb. 3: Vergleichende Ventralansicht des Genitalapparats der Weibchen von Rhipicephalus
sanguineus s.l. (rechts) und Rhipicephalus muhsamae (links), modifiziert nach WALKER et al.
(2003).
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Rhipicephalus muhsamae Rhipicephalus sanguineus s.1.

Minnchen, Ventralansicht Genitalapparat

Kleine akzessorische

Adanalplatten GroBe akzessorische

Breite, bogenformige Adanalplatten

Adanalplatten

Dreieckige Adanalplatten

mit breiter Basis posterior

Abb. 4: Vergleichende Ventralansicht des Genitalapparats der Mannchen von Rhipicephalus
sanguineus s.l. (rechts) und Rhipicephalus muhsamae (links), modifiziert nhach WALKER et al.
(2003).

2.13.1.2 Entwicklungszyklus und Wirte

Rhipicephalus sanguineus sensu lato ist eine drei-wirtige, monotrope Zecke und parasitiert
vorzugsweise auf Hunden, seltener auch auf anderen Saugetieren, einschlieBlich des
Menschen (GODDARD 1989, DANTAS-TORRES 2010, ECKERT 2005) (s. Abb. 5).
RHODES und NORMENT (1979) fanden parasitierende R. sanguineus s.I. in geringer Anzahl
auch auf Ratten und Mé&usen. Die Wirtsfindung erfolgt nach der “Jager*-Strategie, das heil3t
die Zecken sind aktiv auf der Suche nach threm Wirtstier. Rhipicephalus sanguineus s.l.
beherrschen aber ebenso die “Wegelagerer“-Taktik (DANTAS-TORRES 2010). Bevorzugte
Korperlokalisationen fur den Saugakt sind der Kopf, insbesondere die Ohren, die
Zwischenzehenbereiche, der Riicken, die Leiste und die Achseln (KOCH 1982, LORUSSO et
al. 2010, DANTAS-TORRES 2010). Die Weibchen nehmen dabei bis zu 0,5 ml Blut auf,
mannliche Adulti dagegen multiple kleine Blutmahlzeiten. LITTLE et al. (2007) konnten in
einer Studie belegen, dass die Mannchen in der Lage sind zwischen zwei im selben
Haus/Zwinger lebenden Hunden den Wirt zu wechseln. Die Kopulation findet auf dem
Wirtstier statt. Nach einer Blutmahlzeit von bis zu drei Wochen legt das Weibchen an einer
geschiitzten Brutstatte, zwischen Felsspalten oder Steinen in der Umgebung, bis zu 5000 Eier
(WALKER et al. 2000, DANTAS-TORRES 2008). Die GelegegroRRe ist abhéngig von der
GroRe des Weibchens, der aufgenommenen Blutmenge und der Zeit, die sie ungestort zur
Eiablage zur Verfugung hat (SRIVASTAVA und VARMA 1964, KOCH 1982). Die
sechsbeinigen Larven schlipfen nach einer Zeit von drei bis vier Wochen (BOCH et al.
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2006). Nach ca. 17-30 Tagen vollziehen die Larven einen Saugakt von zwei bis sechs Tagen
bis zur néchsten Hautung auRerhalb des Wirtstieres. Die daraus hervorgehende Nymphe saugt
wiederum vier bis neun Tage bis das finale Entwicklungsstadium der adulten Zecke nach
erneuter Hautung erreicht ist. Bei optimalen Bedingungen kann ein vollstandiger
Entwicklungszyklus innerhalb von drei Monaten abgeschlossen werden. Ein vollstandiger
Entwicklungszyklus von 65-90 Tagen konnte unter optimalen Laborbedingungen bei 29 °C
von SRIVASTAVA und VARMA (1964) nachgewiesen werden. Ublich ist jedoch ein
Zeitraum von bis zu einem Jahr. Bei Umgebungstemperaturen unter 20 °C sistiert die
Entwicklung von R. sanguineus in einem Ruhezustand, der sogenannten Diapause. Adulti ist
es moglich eine Hungerperiode von bis zu 19 Monaten zu tberbriicken, Larven und Nymphen
uberdauern neun bzw. sechs Monate ohne Wirtstierkontakt (ECKERT 2005, TAYLOR et al.
2007). Rhipicephalus sanguineus s.l. ist die einzig bekannte Schildzecke, die sich in
geschlossenen Rdaumen wie beispielsweise Tierheimen, Zwingern und Wohnungen
fortpflanzen kann (LUCIUS und LOOS-FRANK 2008). Dort kann sie ganzjahrig aktiv sein.
In Gebieten siidlich der Alpen ist die Hauptaktivitatszeit zwischen Marz und Oktober (BOCH
et al. 2006).

Schlupf 3-4 Wochen nach der

Eiablage
~5000 Eier Larve

Nach 17-30
Saugakt bis zu a;
3 Wochen agern

Saugakt von
d 4 2-6 Tagen
multiple Hautung
Blutmahlzeiten

Adult Nymphe

Saugakt von 4-9 Tagen
Héutung

Abb. 5: Lebenszyklus Rhipicephalus sanguineus s.1.
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2.1.3.1.3 Verbreitung und Habitat

Laut WALKER et al. (2000) und HOOGSTRAAL (1956) urspriinglich in Afrika beheimatet,
gilt Rhipicephalus sanguineus sensu lato heute als die weltweit meist verbreitete Zeckenart.
Endemisch ist diese Art beinahe in jedem Land zwischen 50° ndrdlicher und 35° stdlicher
Breite Uber die gesamten Tropen, Subtropen und die gemaRigteren Zonen, inklusive der
Mittelmeerregion. Wissenschaftlich korrekt hat Rhipicephalus sanguineus s.s. seinen
Ursprung laut LATREILLE (1806) in ,,Gallia®, was geografisch dem heutigen Frankreich
entsprechen musste. Wie bereits in Kapitel 2.1.3.1.1 beschrieben, kann zum jetzigen
Zeitpunkt kein Konsens gefunden werden, welcher Ursprung der Wahrscheinlichste ist. Die
Entscheidung von WALKER et al. (2000) Afrika als urspriinglichen Kontinent festzulegen,
begriindet sich vermutlich auf der Tatsache, dass das Genus Rhipicephalus hauptséchlich auf
diesem Kontinent vertreten ist (DANTAS-TORRES 2008). MOREL und VASSILIADES
(1962) sehen den Ursprung von R. sanguineus im mediterranen Raum.

Die Adaption an den Hund als Hauptwirt und dessen Domestikation hat eine weite
geografische Ausbreitung maRgeblich gefordert (ECKERT 2005). Zunehmende Reisen mit
Hunden in stideuropdische L&nder und die Verbringung von dort lebenden Wirtstieren haben
zur Verschleppung dieser Zecke auch weit nach Nordeuropa beigetragen. Nordlich der Alpen,
wo die Entwicklung aufgrund des gemaRigten Klimas mit Temperaturen unter 20 °C im
Freien nicht mehr moglich ist, kann diese Zeckenart sich in stabilen Temperaturbereichen in
Innenrdumen, wie Zwingern und Wohnungen weiterhin vermehren. Damit verbunden sind
einzelne autochtone Herde in urbanen Gebieten Europas (ECKERT 2005).

Erste Funde von R. sanguineus s.l. in Deutschland wurden schon im Jahr 1944 beschrieben
(ZUMPT 1944). Hauptverbreitungsgebiete lagen in einer Studie aus dem Jahr 1973 im Raum
Oberhessen und Heidelberg (GOTHE und HAMEL 1973). Insgesamt ist von einer noch
geringen Anzahl an R. sanguineus s.. in Deutschland auszugehen. 1995 konnten
R. sanguineus s.l. Zecken auf 22 Hunden dokumentiert werden, von denen jedoch die meisten
vermutlich mit einem vorangegangenen Auslandsaufenthalt in Zusammenhang standen
(DONGUS et al. 1996). Von 1728 untersuchten Zecken im Raum Berlin/ Brandenburg, die
von Hunden abgesammelt wurden, war nur eine weibliche R. sanguineus s.I. (BECK et al.
2014).

JAENSON et al. (1994) beschrieben einzelne Populationen bis in die skandinavischen
Lander, wie Schweden und Norwegen. Ebenfalls beschrieben wurde R. sanguineus s.l. in
einem Haus in London (FOX und SYKES 1985). Eine aktuelle Verdffentlichung spricht von
40 dokumentierten Fallen der Eintragung von R. sanguineus s.I. nach Grof3britannien seit
2012 (HANSFORD et al. 2017). In fernostlichen L&ndern ist sie sowohl in Thailand
(NITHIKATHKUL et al. 2005, CHANGBUNJONG et al. 2009) als auch in China (LIU et al.
2013) die am haufigsten auf Hunden parasitierende Zeckenart. IWAKAMI et al. (2014)
beschreiben das Vorkommen von R. sanguineus s.l. auf Hunden und wenigen Katzen in einer
landesweiten Studie in Japan von 2011. In Australien wurde R. sanguineus s.l. ebenso wie in
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Nordamerika mehrfach beschrieben (ROBERTS 1965, RHODES und NORMENT 1979,
KOCH 1982, GREAY et al. 2016).

2.13.14 Rhipicephalus sanguineus sensu lato als Vektor

Hunde, als Hauptwirt der braunen Hundezecke, kénnen sich mit verschiedenen Erregern
infizieren. Ubertragen werden Protozoen, wie Babesia vogeli, B. canis, B. gibsoni als Erreger
der kaninen Babesiose und Hepatozoon canis, welcher eine orale Aufnahme der infizierten
Zecke zur Infektion erfordert (WALKER et al. 2003, UILENBERG 2006, CHAQO et al. 2017).
Bisher konnte nur eine transstadiale und keine transovarielle Ubertragung von Hepatozoon
canis innerhalb der Zeckenpopulation nachgewiesen werden (BANETH et al. 2001). Der
Lebenszyklus von Hepatozoon canis in R. sanguineus sensu lato und dem Hund konnte
vollstandig beschrieben werden (BANETH et al. 2007). Das durch R.sanguineus s.l.
Ubertragene intrazellulare Bakterium Ehrlichia canis verursacht die kanine monozytére
Ehrlichiose, welche akut bis chronische Verlaufe nehmen kann und meist unspezifische
Symptome wie hohes Fieber, Lethargie, Lymphadenomegalie und Blutungen auslost
(WALKER et al. 2003, HARRUS und WANER 2011). Ebenfalls nachgewiesen wurde
Anaplasma platys. Diese intrazellularen Bakterien verursachen die kanine zyklische
Thrombozytopenie (RAMOS et al. 2014, OSCHEROQV 2011).

Auch wenn Rhipicephalus sanguineus s.I. eine vergleichsweise niedrige Affinitdt zum
Menschen haben, tbertragen sie eine Vielzahl an Erregern mit zoonotischem Potenzial und
sind an deren Verbreitung maRgeblich beteiligt. So wird beispielsweise vermutet, dass die
Bedeutung dieser Zeckenart bei der Ubertragung des Q-Fiebers durch Coxiella burnetii, vor
allem in der Verbreitung durch hohe Konzentrationen des Erregers in den Fazes der Zecken
liegt (PAROLA und RAOULT 2001, BERNASCONI et al. 2002). Rickettsia conorii und
Rickettsia rickettsii werden direkt durch den Stich einer infizierten R. sanguineus s.I. Zecke
auf den Menschen ubertragen (PAROLA und RAOULT 2001, DEMMA et al. 2005).
PIRANDA et al. (2011) konnten sowohl eine transstadiale als auch transovarielle
Ubertragung von Rickettsia rickettsii auf R. sanguineus s.I. nach dem Saugen an Hunden
feststellen, welche zuvor unter Laborbedingungen infiziert wurden. Klinisch &uBert sich eine
Infektion mit Rickettsia conorii als Mittelmeer-Fleckfieber (auch Bouttoneuse Fever oder
engl. mediterranean spotted fever) mit hohem Fieber und Abgeschlagenheit, sowie eines
typischen Eschar an der Stichstelle (DOBLER und WOLFEL 2009). Rickettsia rickettsii ist
der Erreger des Rocky Mountain Zeckenbissfiebers (engl. rocky mountain spotted fever),
welches wesentlich schwerer bis letal verlaufen kann (DANTAS-TORRES 2007, RAOULT
und ROUX 1997). Auch Rickettsia massiliae wurde in R. sanguineus s.l. nachgewiesen
(EREMEEVA et al. 2006, PAROLA et al 2013, CICUTTIN et al. 2014).

Des Weiteren wird die Rolle von R. sanguineus s.l. bei der Ubertragung von Leishmania
infantum diskutiert (COUTINHO et al. 2005, DANTAS-TORRES 2010). Dabei wurden in
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vorrangig mannlichen Zecken dieser Art Leishmania infantum k-DNA Genprodukte detektiert
(SOLANO-GALLEGO et al. 2012).

Candidatus Neoehrlichia mikurensis wurde in einer Studie von 2013 in R. sanguineus s.l.
Zecken aus Nigeria via PCR das erste Mal in Afrika nachgewiesen (KAMANI et al. 2013).

R. sanguineus s.l. gilt auBerdem als Zwischenwirt von Cercopithifilaria spp., insbesondere
Cercopithifilaria bainae. Diese Filarien sind in der Lage sich in der braunen Hundezecke bis
zur infektiésen Larve 111 zu entwickeln (BRIANTI et al. 2012, RAMOS et al. 2013). Als
Ursache der kutanen Mikrofilariose des Hundes ist diese Art bisher wenig untersucht, obwohl
Studien bereits von einer durchschnittlichen Préavalenz im Mittelmeerraum anhand von PCR-
Untersuchungen von Hautbioptaten von 10,5% ausgehen. Hautproben von spanischen
Hunden zeigten sogar eine Pravalenz von 45,5% (OTRANTO et al. 2012). In einer Studie von
LATROFA et al. (2014) waren Cercopithifilaria spp. die am meisten detektierten Pathogene
in R. sanguineus s.1..

2.1.3.2 Rhipicephalus muhsamae
2.13.2.1 Taxonomie und Morphologie

Rhipicephalus muhsamae MOREL & VASSILIADES, 1965 zahlt ebenfalls zur Unterfamilie
der Rhipicephalinae in der Familie der Ixodidae. Namensgeber ist Frau Dr. Brouria Feldman-
Muhsam (Department of Parasitology, Hebrew University, Jerusalem). Zusammen mit
Rhipicephalus simus und Rhipicephalus praetextatus bildet sie die sogenannte Simus-Gruppe
im Genus Rhipicephalus. Zum jetzigen Zeitpunkt liegen wenige Studien zu dieser Zeckenart
vor, so dass sich alle Informationen auf relativ wenige Quellen beschréanken.

Die grol3en fast schwarzen Zecken werden nach WALKER et al. (2000) und WALKER et al.
(2003) wie folgt beschrieben (s. Abb. 2a/b):

Das Scutum der Weibchen ist von dunkelbrauner Farbe, langer als breit und mit leicht
kurvigem hinterem Rand. Die flachen Augen liegen vor dem breitesten Teil des Scutums.
Zwischen den Areae porosae ist ein weiter Abstand. Die Zervikalgruben sind breit und
interstitiell nur spérlich punktuiert. Der Genitalapparat hat die Form eines schmalen kurzen
U's, welches sich nach anterior verbreitert und deutliche sklerotisierte R&nder formt
(s. Abb. 3).

Die Méannchen besitzen ein ebenfalls l&nger als breites, dunkles Conscutum mit nur kleinen
Punktuationen. Die Adanalplatten sind breit, bogenférmig und leicht gewdlbt, der innere
Rand posterior des Anus. Die akzessorischen Adanalplatten hingegen nur Klein und gepunktet
(s. Abb. 4). Deutliche Punktuationen sind an den ausgepréagten Lateralfurchen sichtbar.

Da die drei Zeckenarten der “Simus”-Gruppe morphologisch sehr dahnlich sind, ist auf einige
Charakteristika zu achten. Im Gegensatz zu den mannlichen R. muhsamae sind die
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Adanalplatten von R. simus sichelférmig und sehr grof3, ebenso wie die akzessorischen
Adanalplatten, welche deutlich gepunktet und sklerotisiert sind. Rhipicephalus praetextatus
besitzt ebenfalls breite Adanalplatten, jedoch mit leicht gewdlbtem innerem und hinterem
Rand; die akzessorischen Adanalplatten sind ebenfalls sklerotisiert. Die Lateralfurchen von
R. muhsamae erreichen zwei Festone, bei R. simus jeweils einen Feston. Im Falle von
R. praetextatus werden sie nach anterior von Punktuationen verlangert.

Die Weibchen von R. simus und R. praetextatus haben im Gegensatz zu R. muhsamae ein
geringfugig breiter als langeres Scutum. Der kaudale Rand ist bei R. simus rund geformt.
Rhipicephalus praetextatus hat ein glattes, glanzendes Schild. Der U-férmige Genitalapparat
zeichnet sich durch Unterschiede des sklerotisierten Randes aus. So ist er bei R. simus nur
schmal sklerotisiert verlaufend, wéahrend er bei R. praetextatus nicht sklerotisiert ist.

2.1.3.2.2 Entwicklungszyklus und Wirte

Rhipicephalus muhsamae ist eine drei-wirtige Zecke. Hauptwirt der adulten Zecken sind
Rinder. Als bevorzugte Korperlokalisationen gelten die Ohren, die Nacken- und Genitalregion
sowie die distalen Gliedmalien. Weniger haufig ist das Parasitieren auf kleinen Wiederkauern,
Hunden und Warzenschweinen (WALKER et al. 2000). Auch auf Kamelen konnten Adulti
nachgewiesen werden (DIOLI und FOX 2004). Larven und Nymphen saugen bevorzugt auf
Nagetieren. Die Stadien sind ganzjahrig zu finden (WALKER et al. 2003).

2.1.3.2.3 Verbreitung und Habitat

Das bisher beschriebene Verbreitungsgebiet von Rhipicephalus muhsamae nach WALKER et
al. (2003) liegt in West- und Zentralafrika zwischen 0° und 18 ° nordlicher Breite in
Savannenklima und einem Jahresniederschlag bis zu 1500 mm/m? (PEGRAM et al. 1981). In
westlichster Ausbreitung sind Individuen in Guinea-Bissau (TERENIUS et al. 2000), im
Senegal (WALKER et al. 2000) und Mali (TEEL et al. 1988) beschrieben, weiter ostwaérts bis
nach Kenia (DIOLI und FOX 2004) und Athiopien (PEGRAM et al. 1981). Beschreibungen
zur Verbreitung von R. muhsamae im Sudan existieren aus dem Jahr 1980 (MOREL 1980)
von WALKER et al. (2000) und in einer aktuelleren Studie von 2012 (ELGHALI und
HASSAN 2012). Auf der Grundlage unpublizierter Daten wurde R. muhsamae in Agypten in
einer Studie von 1987 erwahnt (PEGRAM et al 1987c).
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2.1.324 Rhipicephalus muhsamae als Vektor

Uber die Vektorkompetenz von Rhipicephalus muhsamae liegen nur wenige Daten vor. Im
Jahr 1994 wurden in der Zentralafrikanischen Republik Gensequenzen des 190-kDa Antigens
von Rickettsia conorii und Rickettsia massiliae in R. muhsamae beschrieben (DUPONT et al.
1994). In einer jingeren Arbeit wurde Rickettsia massiliae in zwei von 37 R. muhsamae
Zecken aus Mali nachgewiesen (PAROLA et al. 2001).

Ein bisher unbekannter 16S rRNA Genotyp von Ehrlichia (Acc.No.AF311965, ERmS5S,
1380 bp) befand sich in sieben von 37 R. muhsamae aus Mali. Anhand phylogenetischer
Analysen konnte dieser Genotyp mit hoher Wahrscheinlichkeit der Ehrlichia canis-Gruppe
zugeordnet werden (PAROLA et al. 2001).

MOREL (1980) zitierte TENDEIRO (1952) beztglich einer moglichen Infektion mit Coxiella
burnetii (WALKER et al. 2000).

Eine einzige Erwédhnung als Vektor des Koutango Virus (Genus Flavivirus, Familie
Flaviviridae) in der Zentralafrikanischen Republik findet R. muhsamae im Jahresbericht 1986
des Institut Pasteur in Dakar im Senegal. Klinische Anzeichen einer Infektion sind Fieber,
Arthralgie und ein Hautausschlag (CDC 1984).
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3.1 Stellungnahme zum Eigenanteil an den Arbeiten zur Publikation

“The presence of Rhipicephalus muhsamae north of the Sahara”
Langguth J, Chitima-Dobler L, Nava S, Pfeffer M. Ticks and Tick-borne Diseases 2017,
8 (4): 605-609.

An der Konzeption des Themas war mein Betreuer Prof. Dr. Martin Pfeffer maRgeblich
beteiligt.

Die Literaturrecherche und Zusammenfassung wurden eigenstandig verfasst.

Die im Material- und Methodenteil erwdhnten Untersuchungen (Sammlung, morphologische
Bestimmung der Zecken, DNA-Extraktion sowie PCR-Untersuchungen) habe ich
selbststandig durchgefunhrt.

Die Auswertung und Bewertung der Daten aller Zecken im Ergebnisteil erfolgten ebenfalls
selbststandig und ohne Hilfestellung. Herr Santiago Nava erstellte die phylogenetischen

Analysen.

Bei der Diskussion und Revision des Manuskripts erhielt ich Hilfe von den anderen
Coautoren.

Leipzig, 18.12.2017 Johanna M. Langguth
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: The occurrence of male and female Rhipicephalus muhsamae feeding on dogs and a horse in Upper Egypt is
Rhipicephalus muhsamae described. The morphological identification was verified using partial 16S rRNA gene sequences. By applying
Egypt respective real-time PCRs, no evidence neither for Coxiella burnetii nor for spotted-fever rickettsia infections were
Distribution found in the ticks.
Morphology
168 rRNA
1. Introduction 2. Material and methods

Rhipicephalus muhsamae Morel and Vassiliades, 1965, is known as a A total of 1030 ticks were removed from various animal species
typical cattle tick common in West and Central Africa. The distribution (dog, horse, donkey, cat, camel) at a veterinary clinic in Luxor, Egypt,
extends from Senegal to Ethiopia and southwards into Burundi, and from May 2013 to July 2013 (Langguth, unpublished data). Data on the
thus occurs between the equator and the 18° latitude N across the number of R. muthsamae ticks collected from animals, life stage and
continent (Pegram et al., 1981, 1987; Walker et al., 2000, 2003; other tick species present on these hosts together with their breed, age,
Jongejan et al., 2004). Together with Rhipicephalus simus and Rhipice- gender, reason for the visit to the veterinary clinic are given in Table 1.
phalus praetextatus, it forms the so-called “simus” group (Pegram et al.. The ticks were collected and transported in plastic tubes to
1987, Walker et al., 2003). There are still discussions regarding the Germany, where they were stored at —80 °C until further processing.
distribution of the three species forming the R. simus group and the re- The ticks were identified using morphological characters according
examination of old collection is always recommended (Walker et al., to Waller et al. (2000, 2003). For photo documentation, a Keyence
2000). Rhipicephalus muhsamae is a three-host tick. Adults are usually VHX-900 F microscope with a tiltable stand with upper light together
found on cattle, and less often and with lower abundance attached on with polarized light for focus stacking was used.
dogs, small ruminants, wild carnivores and warthogs (Walker et al.. Total nucleic acid was extracted from individual ticks using the
2000), while the immature stages are known to prefer rodents as hosts MagNApure LC RNA/DNA Kit (Roche, Mannheim, Germany) in a
(Walker et al., 2003). Dioli and Fox (2004) detected adults on a one- MagNA Pure LC instrument (Roche) according to the instructions of
humped camel in East Africa. There is yet no proven evidence for R. the manufacturer. The extracted total nucleic acid was stored at —80 °C
muthsamae to be a vector of known pathogens. However, a possible until use.
infection with Cexiella burnetii was noted by Morel (1980) and Walker The 16S rRNA gene was amplified using a previously described
et al. (2000). Our study investigated ticks collected from horses and polymerase chain reaction (PCR) protocol (Mangold et al., 1998). The
dogs in a veterinary clinic in Luxor, Egypt, and it confirmed the obtained 420 bp fragment was analyzed by gel electrophoresis and
presence of R. muhsamae in Egypt. The ticks were also tested for Sanger sequencing (GATC Biotech, Konstanz, Germany). The phyloge-
Rickettsia spp. and Cexiella burnetii. netic analysis based on partial 165 rRNA gene sequence, was performed

with Maximum-likelihood (ML) method using Mega5.0 (Tamura et al.,
2011). Best fitting substitution models were determined with the
Akaike Information Criterion using the ML model test implemented in

* Corresponding author at: Institute of Animal Hygiene and Veterinary Public Health, University of Leipzig, An den Tierkliniken 1, D-04103 Leipzig, Germany.
E-mail address: pfeffer@vetmed.uni-leipzig.de (M. Pfeffer).

http://dx.doi.org/10.1016/].tthdis.2017.04.004

Received 14 November 2016; Received in revised form 3 April 2017; Accepted 5 April 2017
Available online 07 April 2017
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Table 1
Rhipicephalus muthsamae collected from animals in Luxor, Egypt, in 2013.

Ticks and Tick-borne Diseases 8 (2017) 605-609

Animal, breed (sex/age)* Location on the animal ~ Sampling dates

Number of R. muhsamae

Other ticks present® Reason for visit in hospital

female male

Dog, mixed breed (£/1) ear 28 May 2013 1 R sanguineus s.1. (1 £} injury (foot)

Dog, German Shepherd-Mix (m/1) throat 08 Jun 2013 1 healthy

Dog, mixed breed (m/2 month) shoulder, toes 09 Jun 2013 1 R sanguineus s.1. (4 £, 4 m) healthy

Horse, warmblood (m/n.k.} neck, throat, tail 27 Jun 2013 6 12 Hyalomma anatolicum (1 £} tick treatment, alopecia
Dog, German Shepherd-Mix (m/’ 1° eye, ear 27 Jun 2013 1 1 healthy

chest 30 Jun 2013 1 1
Dog, mixed breed (£/3) belly 11 Jul 2013 2 1 healthy

2Age in years; n.k., not known; f, female; m, male.
bplt—:ase note the different locations on and sampling date of the same dog.
°f, female; m, male.

MEGA 5.0. Support for the topologies was tested by bootstrapping over
1000 replicates and gaps were excluded from the comparisons. The
substitution model was GTR + G. 165 rRNA gene sequences of
Rhipicephalus spp. available in the GenBank were included in the
sequences comparison. Finally, the ticks were tested for Rickettsia
DNA using a panRickettsia real-time PCR (Wolfel et al., 2008) and
Coxiella burnetii-specific real-time PCR (Frangoulidis et al., 2012).

3. Results

In total, 1030 ticks were collected from 75 animals. Twenty-eight
ticks collected from 5 dogs and one horse were morphologically
identified (Walker et al., 2000, 2003) as R. muhsamae and confirmed
using partial 16S rRNA gene sequencing (Mangold et al., 1998). Further
ticks were identified as R. sanguineus s.l. (n = 881), R anmulatus

(n = 102), Hyalomma anatolicum (n = 15), and Haemaphysalis spp.
(n = 4; Langguth, unpublished data). The 5 dogs mainly came for tick
treatment and were in good general condition (Table 1). Only one dog
came due to an injury. The ticks were collected mainly from the front
part of the body (neck, ear, shoulder, and chest) and from one dog from
the belly. The R. muhsamae ticks on the horse were found at the neck
and the tail at locations with alopecia. A total of 16 males and 12
females were found (Table 1). Morphological identification was based
on the identification keys by Walker et al. (2000, 2003): Female:
scutum was dark brown, longer than broad with the posterior margin
somewhat sinuous. The eyes were flat and located anterior to the
broadest part of the scutum. The separation of the porose areas was
wide. The cervical fields had a broad shape and the interstitial
punctation size was tiny with a sparse distribution. The genital aperture
was narrow truncated U-shape and diverging markedly anteriorly with

Fig. 1. Rhipicephalus muhsamae female: (A) ventral general view (50 x}; (B} dorsal general view (50 }; (C) capitulum dorsal and scutum (150 x}; (D} capitulum ventral and genital

aperture (150 ).
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wide and distinct sclerotized margins (Fig. 1). Male: had a dark
conscutum, longer as broad, with a minute punctuation size. The
adanal plates are broad and curved, with the internal margins posterior
the anus and slightly concave, the accessory adanal plates were small
and pointed. The lateral grooves were distinct with marked punctua-
tions (Fig. 2).

There are only marginal characteristics to differentiate R. muhsamae
adults from the other simus group members, R. praetextatus and R. simuts.
The R. muhsamae male adanal plates are broad and curved, with the
internal margins posterior the anus and slightly concave; the accessory
adanal plates were small and pointed. R. simus male has large, robust,
and almost sickle-shaped adanal plates; the accessory adanal plates are
large, pointed and well sclerotized. R. praetextatus male has broad
adanal plates with the inner margins slightly concave and the posterior
margins smoothly rounded; the accessory adanal plates are pointed and
well sclerotized. Marginal lines are long, enclosing two festoons
posteriorly on R. muhsamae, while only one festoon on R. simus and
continued anteriorly by a few medium-sized setiferous punctuations on
R. praetextatus (Pegram et al., 1987; Walker et al., 2000).

The females of the “simus” group can be differentiated by some
features on the dorsal and ventral view. On the dorsal view: the eyes are
located just anterior the broadest part of the scutum, almost flat and
edged dorsal by a few medium-sized setiferous puntations on R.
muhsamae; at the broadest part of scutum, anterior to mid-length,
almost flat and edged dorsally by a few large setiferous punctations in
faint depressions on R. simus; at mid-length, almost flat and edged
dorsally by a few medium-sized setiferous punctuation on R. praetexta-
tus. Scutum can be also considered for a differential diagnostic: it is
longer than broad and the posterior margin somewhat sinuous on R.
muthsamae; slightly broader than long and the posterior margin usually
rounded on R. simus; slightly broader than long and almost flat and
glossy on R. praetextatus.

607

21

Ticks and Tick-borne Diseases 8 (2017) 605-609

&

Fig. 2. Rhipicephalus muhsamae male: (A) dorsal general view (50 ); (B} ventral general view (50 ); (C) adanal plates (150x }; (D} coxae and capitulum ventral (150 x).

The female genital aperture is in each case a truncated U- shape,
while the sclerotized margins are different: wide and distinct scler-
otized margins on R. muhsamae; narrow sclerotized margins on R. simus,
and sclerotized margins absent on R. praetextatus (Pegram et al., 1987;
Walker et al., 2000).

When compared to the female genital aperture of Rhipicephalus
sanguineus s.l. (this comparison is based on the description of R.
sanguineus s.l. of Walker et al. (2000)), posterior lips had a truncated
V-shape. Accessory adanal plates of R. muhsamae are larger than in R.
sanguineus s.l. males. The setiferous punctations are distinct in females
and males, and showed the typically “simus” pattern with four uneven
columns passed the scutum or rather the conscutum.

The obtained 16S rRNA gene sequences formed four different
haplotypes of 16S rRNA gene sequences of R. muhsamae from Egypt
(see Fig. 3, Acc.-No.: KY111455-KY111470). All four were included in
the phylogenetic analyses and compared with sequences of R. muhsa-
mae from Nigeria and Ivory Coast {sequence from Nigeria is available in
GenBank while sequence of R. muhsamae from Ivory Coast was obtained
from one specimen determined by one of us (LCD)). All of them
clustered together in the same clade with a high bootstrap support
(96%) (Fig. 3). The genetic divergence between the 16S rRNA gene
sequences of R. muhsamae from Ivory Coast, Egypt and Nigeria ranged
between 0 and 1.3%. In the phylogenetic tree, the clade formed by all
sequences of R. muhsamae was more closely related to R. simus than to
any other Rhipicephalus species. The genetic divergence between R.
muhsamae and R. simus ranged from 5.0% to 5.2%.

The tests performed to detect nucleic acids of possible human and
veterinarian pathogens like spotted-fever group rickettsiae or Coxiella
burnetii revealed negative results for all 28 individuals.
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Fig. 3. Phylogenetic tree of partial 165 rRNA gene sequences of representative members of the genus Rhipicephalus. The four haplotypes of R. muhsamae ticks described in our study

cluster together with previously reported R muhsamae from Nigeria and Ivory Coast.
4. Discussion

Our results clearly show that R. muhsamae extent its distribution in
different directions from the first reports of this species in West and
Central Africa. Hoogstraal (1956) did not mention R. muhsamae in
Sudan as well as Walker (1974) in Kenya. R. muthsamae was then
described in Nyala, Sudan, in 1980 by Morel {1980) and 20 years later
by Walker et al. {2000) and Mohammed and Hassan {2007) on sheep in
Sudan. Nevertheless, 30 years later the first specimens of R. muhsamae
were detected also in Kenya by Dioli and Fox (2004) on a one-humped
camel. Other studies refer to R. simus in northern Sudan {Salih et al.,
2004) or in River Nile Province also in northern Sudan {Ahmed et al.,
2005). A recent review reports R. muhsanae in Central and Western
Sudan (ElGhali and Hassan, 2012) so it seems that the presence of R
muhsamae in Sudan is more credible from the different detections as in
Kenya where it was found only one time. While in its main distribution
in Central Africa, R. muhsamae is regarded a typical cattle parasite, we
here report this tick species on dogs and a horse. Adamu et al. (2014)
found only three specimens, one male and two females, on dogs in
Nigeria, even R. muhsamae is long known there. Terenius et al. (2000)
collected R. muhsamae from different animals and also from the
vegetation on Guinea-Bissau. This result together with the host list
from Walker et al. {2000) suggests that dogs are usually not very often
infested with R. muhsamae. However, if more attention would be paid
on the correct taxonomic allocation of Rhipicephalus spp., R. muhsamae
might be found more frequently on dogs than currently thought.
Although the presence of R. muhsamae in North Africa has been
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confirmed in this work, there is a previous observation of R. muhsamae
in Egypt mentioned by Clifford as personal comment in Pegram et al.
(1987). There has always been an intensive trade {including animals)
between the Sudan and Egypt along the Nile River which might be the
most likely introduction route. As we found this tick species on various
animals over a period of almost three months, we have to consider it to
be endemic in the Luxor region in the north of Upper Egypt. This is
further supported by similar climatic conditions here when compared to
the regions in Central or Western Sudan providing similar living
conditions for the ticks.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The aim of this work was to determine the evolutionary relationship among tick populations of Rhipicephalus
Rhipicephalus sanguineus sensu lato sanguineus sensu lato distributed in Africa north of the Sahara and different lineages of R. sanguineus s.l
165 rRNA distributed in different regions of Sub-Saharan Africa, America and Europe through the analysis of DNA
_1_?5 ’RN5 sequences of two mitochondrial genes. One hundred and thirty six 165 rRNA gene sequences and twenty-seven
:\?fiz:‘)mm status 125 rRNA gene sequences of R. sanguineus s.l. were analyzed. Phylogenetic analyses were performed including

different lineages of R. sanguineus s.l. from America, Europe and Africa, and species belonging to the R
sanguineus group as Rhipicephalus camicasi, Rhipicephalus guithoni, Rhipicephalus sulcatus, Rhipicephalus rossicus,
Rhipicephalus pusillus, Rhipicephalus turanicus and Rhipicephalus leporis. At least two different lineages of R.
sanguineus s.1. are living in sympatry in Africa north of the Sahara. One of these mitochondrial lineages belongs
to the same evolutionary entity that R. sanguineus s.1. from tropical areas of America, R. sanguineus s.1. from Sub-
Saharan Africa, R. camicasi and R. guilhoni. The other mitochondrial lineage of R. sanguineus s.1. present in Africa
north of the Sahara is phylogenetically associated to R. sanguineus s.1. ticks from southeastern Europe (Romania,
Turkey and Greece). Both evolutionary entities are clearly different to the evolutionary entity formed by R.
sanguineus s.1. from western Europe and temperate areas of America. Thus, the name R. sanguineus s.s. cannot be
assigned to any of the two evolutionary entities present in Africa north of the Sahara. The taxonomic status of
these taxa will remain unresolved until new lines of evidence become available to complement the current
results based on mitochondrial DNA.

1. Introduction liades, 1963; Rhipicephalus moucheti Morel, 1965, Rhipicephalus bergeoni

Morel and Balis, 1976 and Rhipicephalus camicasi Morel, Mouchet and

The Rhipicephalus sanguineus group (Acari: Ixodidae) contains tick
species with substantial medical, veterinary and economic importance
because they are common parasites of domestic mammals and vectors
of different disease agents affecting domestic and wildlife animals and
humans. This species group is formed by Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806), Rhipicephalus sulcatus Neumann, 1908, Rhipicephalus
rossicus Yakimov and Kohl-Yakimov, 1911, Rhipicephalus schulzei Ole-
nev, 1929, Rhipicephalus pumilio Schulze, 1935, Rhipicephalus pusillus Gil
Collado, 1936, Rhipicephalus turanicus Pomerantzev, 1940, Rhipicepha-
lus leporis Pomerantzev, 1946, Rhipicephalus guilhoni Morel and Vassi-

* Corresponding author.
E-mail address: nava.santiago@inta.gob.ar (S. Nava).

Rodhain, 1976 (Pegram et al., 1987). Among all these taxa, R.
sanguineus (Latreille, 1806) (from now on R. sanguineus sensu stricto)
stands out because it is a parasite of dogs worldwide, a vector of
humans and animals pathogens, and a relevant target of the anti-
parasitic market. The presence of different lineages within the taxon so-
called R. sanguineus s.s. with strong biological and genetic divergences
has been demonstrated in several studies around the world (Szabo
et al., 2005; Burlini et al., 2010; Eremeeva et al., 2011; Moraes-Filho
et al., 2011; Levin et al., 2012; Nava et al., 2012; Dantas-Torres et al.,
2013; Liu et al., 2013; Hekimoglu et al., 2016; Labruna et al., 2016;

! The authorities and years of publication of R. turanicus, R. rossicus and R. moucheti were modified from those published in Pegram et al. (1987) and Walker et al. (2000) following

Guglielmone and Nava (2014).
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Sanches et al., 2016; Zemtsova et al., 2016; Dantas-Torres et al., 2017;
Jones et al., 2017). In fact, R. sangufneits s.5. {s currently recognized as a
species complex rather than a single species (Dantas-Torres and
Otranto, 2015; Nava et al., 2015). However and in contrast to this
view, other studies have found that ticks previously determined as R.
sanguineus and R turanicus were genetically indistinguishable {Zahler
et al., 1997; Beati and Keirans, 2001). All the above mentioned studies
and the formal nomenclatural problems related to the original descrip-
tion of R. sangutineus s.5. (sce a detailed explanation in Nava et al., 2015)
have shown that at the current state of knowledge it is not possible to
assign the name R. sanguineus s.s. to any tick population worldwide
nowadays, and the name R. sanguineus sensu lato should be used instead
of R. sanguineus s.s. until a neotype is properly described.

Africa is the paradigmatic continent for Rhipicephalus because 75%
of the total number of species belonging to this genus are endemic to
the Afrotropical Region {Walker et al., 2000; Guglielmone et al., 2014).
In view of the lack of an unambigucus morphological definition of R.
sanguineus s.l. {Nava et al., 2015), which includes populations from
Africa, there is an apparent need for the molecular characterization of
R. sangutineus s.]. from different regions of this continent. Particularly in
areas of the African continent north of the Sahara, there is a lack of
genetic studies of R. sanguineus s.1. to clarify its taxonomic status. In this
context, Egypt becomes relevant not only for its location in the
continent, but also due to its proximity to certain areas of southeastern
Europe and southwestern Asia where species of the R. sanguineus group
also coexist. Therefore, this study based on mitochondrial DNA
sequences was performed to determine the evolutionary relationship
among R. sanguineus s.1. from Egypt (considered as a geographical point
representative of an African area north of the Sahara) and different
lineages of R. sanguineus s.l. distributed in different regions of Sub-
Saharan Africa, America and Europe, with the main objective of adding
information that helps to understand the alfa and beta taxonomy of this
group of ticks.

2. Materials and methods

Rhipicephalus sanguineus s.1. adult ticks were collected from dogs in
Luxor {25°41’N; 32°65’E), Egypt, during May 2013 and June 2013.
Ticks from Egypt were determined as R. sanguineus s.l. when they were
morphologically compatible with the description of “R. sangufneus”
presented in Walker et al. (2000). Ticks were stored at —80 °C until
further processing. DNA was extracted from individual ticks using the
MagNA Pure LC RNA/DNA Kit {Roche, Mannheim, Germany) in a
MagNA Pure LC instrument {Roche) according to the instructions of the
manufacturer. A fragment of the 165 rRNA and 125 rRNA genes were
amplified using the polymerase chain reaction {PCR) protocols de-
scribed by Mangold et al. {1998a,b) and Beati and Keirans {2001),
respectively.

Sequences of different lineages of R. sanguineus sl from Sub-
Saharan Africa {(Mozambique, South Africa), America (temperate and
tropical areas) and Europe, as well as sequences of species belonging to
the R. sanguineus group such as R. camicasi, R. guilhoni, R. sulcatus, R.
rossicus, R pusillus R. turamicus and R. leporis, were obtained from
GenBank and added to the sequence analyses. Additionally, ticks
determined as R. sanguineus sl collected from dogs in Zambia
{Localities: Chikowa {13°26’S, 32°52’E), Jumbe {13°17’S, 32°5'E)) and
Romania (Localities: Calarasi (44°12N, 27°20’E), Timisoara (45°44'N,
21°13'E), Vrancea (44°32'N, 22°35E), Craiova (44°19'N, 23°48'E),
Giurgiu (43°53'N, 25°58'E)) were also processed for DNA extraction
and amplification of the respective 165 rRNA and 125 rRNA gene
fragments as described above. The sequences obtained from the ticks
from Zambia and Romania were by location of their collection
considered to be representatives of those R. sanguineus s.l. populations
distributed in Sub-Saharan Africa and southeastern Europe.

The sequences were edited using BioEdit Sequence Alignment Editor
{Hall, 1999) with manual edition whenever it was necessary and
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aligned with the program Clustal W (Larkin et al., 2007). Phylogenetic
analyses were performed with the Maximume-likelthood (ML) method.
To construct the ML tree the best-fitting substitution model was
determined with the Akaike Information Criterion using the ML model
test implemented in MEGA 5 {Tamura et al., 2011). A general time-
reversible model with gamma distribution was selected to make the
phylogenetic tree with partial 165 rRNA gene sequences. The tree based
on partial 125 rRNA gene sequences was generated with the general
time reversible model by using gamma distribution with invariant sites.
Support for the topologies was tested by bootstrapping over 1000
replications and gaps were excluded in the pairwise comparison.
Rhipicephalus microplus {Canestrini, 1888), Rhipicephalus annulatus
{Say, 1821), Rhipicephalus decoloratus Koch, 1844; Rhipicephalus bursa
Canestrini and Fanzago, 1878, Rhipicephalus australis Fuller, 1899 and
Rhipicephalus kochi Dénitz, 1905 were considered as outgroup.

Finally, the number of variable nucleotide positions between
haplotypes was used to calculate pairwise estimates of percent sequence
divergence for both 165 rRNA and 125 rRNA genes. These analyses
were conducted with the program MEGA 5 (Tamura et al., 2011) by
using the Kimura 2-parameter model. All ambiguous positions were
removed for each sequence pair.

3. Results

One hundred and thirty six 165 rDNA sequences of R. sanguineus s.1.
were obtained: 97 from Egypt, 16 from Zambia and 23 from Romania.
Sequences from Egypt were grouped in nine different haplotypes (Egypt
haplotypes [-IX), those from Zambia in four different haplotypes
{Zambia haplotypes I-IV), and the Romanian sequences were grouped
in five different haplotypes (Romania haplotypes I-V). Twenty-seven
128 rRNA gene sequences of R. sanguineus s.l. were also obtained and
included in the analysis: 22 sequences from Egypt grouped in three
different haplotypes (haplotypes Egypt I-III), four sequences from
Zambia belonging to the same haplotype, and one sequence from
Romania. The length of the sequences alignments of the 165 rRNA and
128 rRNA genes were ca. 330 bp.

The ML tree constructed with 165 rRNA gene sequences showed that
the species of the R sanguineus group considered in this study are
grouped in six different clades formed by the following taxa: clade I) R.
sangutineus s, “tropical lineage” (tropical areas of America, Sub-
Saharan Africa), R. camicasi and R. guilhoni; clade II) R. turanicus; III)
R. sanguineus s.]. lineage form the “southeastern Europe™; IV) R. pusilius;
V) R. rossicus; VI) R. sanguineus “temperate lineage” {temperate and cold
areas of South America and North America, western Europe). The
haplotypes I-VI of R sanguineus s.l. from Egypt {Genbank accession
numbers: KY413777-KY413782) were associated to the phylogenetic
clade 1 which is formed by sequences of the “tropical lineage” of R.
sanguineus s.l, R camicasi and R gulhoni (Fig. 1). The four 165
haplotypes from Zambia {Genbank accession numbers: KY413786-
KY413789) were also grouped to this clade {Fig. 1). The remaining
threel6S haplotypes of R. sanguineus s.l. from Egypt (VII-IX; Genbank
accession numbers: KY413783-KY413785) formed the clade III {(named
here colloquially “southeastern Europe”) with 165 rRNA gene se-
quences of R. sanguineus s.l. from Turkey and the five 165 haplotypes
from Romania {Genbank accession numbers: KY413790-KY413794)
obtained in this work (Fig. 1).

In the phylogenetic analysis performed with 125 rRNA gene
sequences (Fig. 2), the species belonging to the R. sanguineus species
group were mostly clustered in the same clades observed in the tree
constructed with 165 rRNA gene sequences. The clade I was formed by
R. sanguineus sl. “tropical lineage”, R. camicasi R. guflhoni, two
haplotypes of R. sanguineus s.l. from Egypt (haplotypes I-1I; Genbank
accession numbers: KY413800-KY¥413801) and one haplotype of R.
sanguineus s.l. from Zambia {(Genbank accession number: KY413803).
The clade III was formed by one haplotype of R. sanguineus s.l. from
Egypt {(haplotype III; Genbank accession number: KY413802) and two
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R. sanguineus s.|. Colombia (GU553076)

R. sanguineus s.|. Zambia Haplotype |
37| R. sanguineus s.|. Zambia Haplotype Il
R. sanguineus s.l. Mozambique (JX195173)
R. sanguineus s.|. Brazil (GU553074)

R. camicasi Kenya (KU746973)
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R. sanguineus s.l. Egypt Haplotype V
4f| R. sanguineus s.l. Egypt Haplotype |
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43| R. sanguineus s.l. Egypt Haplotype Il
46 R. sanguineus s.|. Egypt Haplotype IV
R. guilhoni Nigeria(KC243854)
R. sanguineus s.l. Zambia Haplotype llI
R. sanguineus s.l. Zambia Haplotype IV
R. turanicus (KY413795)
R. turanicus Greece (KC243867)
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g[ R. sanguineus s.l. Egypt Haplotype VII

R. sanguineus s.l. Egypt Haplotype VIl

R. sanguineus s.l. Egypt Haplotype IX
[ R. sanguineus s.|. Romania Haplotype |
R. sanguineus Turkey (KR870984)
R. sanguineus s.l. Romania Haplotype Il
I R. sanguineus s.|. Romania Haplotype Il
R. sanguineus s.l. Romania Haplotype IV
~ R. sanguineus s.l. Romania Haplotype V

R. pusiflus (KU513962)
4100‘_’7 R. pusillus Spain (AJ002957)
56 R. pusillus Spain (KY231932)
R. rossicus Romania (KY111472)
R. sanguineus s.l. Argentina (JX195172)
R. sanguineus s.l. Chile (GU553077)
R. sanguineus s.l. Argentina (JX195169)
R. sanguineus s.|. Uruguay (JX19567)
R. sanguineus s.l. Iltaly (GU553083)
[ R. longus (KY413796)
R. simus (KY413799)
R. jeanelli (KY413798)
R. muhsamae (KY111458)
R. muhsamae (KY111471)
97 R. muhsamae (KC243869)
R appendiculatus (L34301)
R. maculatus (KY413797)
R. bursa (AJ002956)
R. decoloratus (EU918193)
R. annulatus (L34311)
R. microplus (EU918176)

CLADE |

R. sanguineus s.|
“tropical lineage”
+ R. guilhoni

+ R. camicasi

67

CLADE Il
R. turanicus s.s

35

CLADE Ill

R. sanguineus s.|
“southeastern
Europe”

78

51 |

CLADE IV
R. sanguineus s.|
“temperate lineage”

99

55
66

98

0.02

Fig. 1. Maximum-likelthood tree based on partial 165 rRNA gene sequences of tick species of the genus Rhipicephalus. Numbers represent bootstrap support generated from 1000
replications. GenBank accession numbers are indicated in brackets.

haplotypes from southeastern Europe, one belonging to R. sanguineus
sl. from Romania (haplotype I, obtained in this study, Genbank
accession number: KY413804) and the other one of R. sanguineus s.1.
from Greece {morphotype 1 sensu Dantas-Torres et al, 2013). The
remaining three clades of the R. sanguineus species group comprise R.
turanicus, R. sanguineus sl “temperate lineage” + R. turamnicus from
France,” and R. rossicus (Fig. 2).

21t is important to mention that unlike what oceurs with R. sangufneus s.1. the taxon R
turanicus [s formally well defined (see Filippova, 1997} and phylogenetically represents
an independent lineage (see Figs. 1 and 2 of this work and Dantas-Torres et al., 2013).
Currently, from a morphological point of view, it is not possible to assign the specifie
epithet turanicus to any population apart from those morphologically defined In Filippova
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The nucleotide divergence among the 165 rRNA and 12S rRNA gene
sequences of R. sanguineus s.l. are presented in Tables 1 and 2,
respectively. In the case of 165 rRNA gene sequences, the pairwise

(fooinote contintied)

(1997). Walker et al. (2000} consider bona fide data those on R. turanicus in Pegram et al.
(1987}, but under the morphological indefiniteness of most populations of R furanicus
that decision {s unsound (Guglielmone and Nava, 2014}. The study by Pegram et al.
(1987} comparing Palearctic and Afrotropical populations did not clarify the status of R.
turanicus because there is no guarantee that these investigators were working with hona
fide R. suranicus (Guglielmone and Nava, 2014}, The same applies to the work of Estrada-
Pefia and Sanchez (1988} for specimen from western Europe. In conclusion, the
taxonomic status of the ticks determined as R. wranicus in western Europe and Africa
should be carefully evaluated.
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CLADEI

R. sanguineus s.| . “tropical lineage” + R. guilhoni + R. leporis + R, camicasi

CLADE Il R. sanguineus s.l. “southeastern Europe”

CLADE Il R. turanicus s.s

CLADE IV
R. sanguineus s.| “temperate lineage” + R. turanicus* from France

Fig. 2. Maximum-likelihood tree based on partial 125 rRNA gene sequences of tick species of the genus Rhipicephalus. Numbers represent bootstrap support generated from 1000
replications. GenBank aceession numbers are indicated in brackets. * See footnote number 2 in the section “results”.

differences within the clade I ranged from 0.1% to 2.8%, and in clade III
from 0.1% to 1.8% {Table 1). The differences among all the clades of
the R. sanguineus species group included in the phylogenetic analysis
(Fig. 1) were always higher than 3.1%. Regarding 125 rRNA gene
sequences, the nucleotide divergence within clade I formed by R.
sanguineus s.l. “tropical lineage”, R. guilhoni, R. leporis, R. camicasi, R.
sanguineus s.l. from Zambia and R. sanguineus s.l. from Egypt (haplo-
types I-II) ranged from 0% to 2.3%, although the sequence of R.
camicasi from Ethiopia differed with the remaining sequences of this
clade in values ranging from 3.2% to 3.6% (Table 2). The nucleotide
divergence in 125 rRNA gene sequences within the clade II (R
sanguineus s.l. from southeastern Europe) was from 0.6% to 1.2%
(Table 2). The nucleotide divergence in 128 rRNA gene sequences
among the clades identified in the phylogenetic tree constructed with
128 rRNA gene sequences (Fig. 2) was always higher than 5.1%.

4. Discussion

The results based on mitochondrial DNA sequences obtained during
this work have been shown that at least two different lineages of R.
sanguineus s.l. (clades I and III in our analyses) are living in sympatry in
Africa north of the Sahara. One of these mitochondrial lineages
including six different haplotypes belongs to the same evolutionary
entity {i.e. the same taxon) as R. sanguineus s.l. from tropical areas of
America, R sanguineus s.1. from Sub-Saharan Africa (populations from
Zambia, Mozambique and South Africa are being considered herein), R.
camicasi and R. guilhoni. In the phylogenetic analysis constructed with
128 rRNA gene sequences, R. leporis from Iraq also clustered with this
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clade. The close relationship within the members of this evolutionary
entity suggests that they could belong to the same species which is
clearly different to the evolutionary entity formed by R. sanguireus s.l.
from western Europe and temperate areas of America. As it is widely
recognized, these two evolutionary entities are not only genetically
different but also biologically incompatible {(Szabé et al., 2005; Burlini
et al., 2010; Moraes-Filho 2011; Levin et al., 2012; Nava et al., 2012;
Dantas-Torres et al., 2013; Sanches et al., 2016). The taxon formed by
R. sanguineus s.l. ticks from western Europe and temperate areas of
America probably represents R. sanguineus s.s. {see Nava et al., 2015 for
the roots of this taxonomic decision). Consequently, the name R.
sanguineus s.s. {or R sanguineus {Latreille, 1806)) should neither be
assigned to the evolutionary entity formed by R. sanguineus s.l. from
tropical areas of America, R. sanguineus s.l. from Sub-Saharan Africa, R.
camicasi, R. guilhoni nor R. sanguineus sl. from Africa north of the
Sahara (R. sanguineus s.l. from Egypt, haplotypes I-VI of 16S and
haplotypes I-II of 128 obtained in this study). According to the
principle of priority established by the International Code of Zoological
Nomenclature {ICZN, 1999), the ticks belonging to this evolutionary
entity {clade I of this study) should be called R. guilhoni because it was
described by Morel and Vassiliades in 1963, while R. camicasi was
described later by Morel et al. (1976). However, neither Morel and
Vassiliades (1963) nor Morel et al. {1976) have compared the speci-
mens that they used for the descriptions of both R. guilhoni and R
camicasi with the type specimens of some species from central and
northern Africa that were considered as synonyms of R. sanguineus s.s.
in Camicas et al. (1998) and Walker et al. (2000), namely Rhipicephalus
brevicollis Neumann 1897 (type locality: Mombasa, Kenya), Rhipicepha-
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Matrix of sequence divergence (% nucleotide difference), showing the pair-wise comparisons of the 168 rDNA sequences among the haplotypes of Rhipicephalus sanguineus sensu lato.

i 2 3 4 5 6 7 8 9 1o 1 12 13 14 15 1 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1 —
2 0.3
3 06 03
4 09 06 01
5 03 06 06 06
6 06 09 03 03 03
7 18 21 21 21 15 18
8 15 18 1.8 18 12 15 03
9 15 1.8 1.8 18 12 15 03 01
0 15 1.2 12 12 12 15 09 0s 06
1 15 18 1.2 12 12 09 09 0s 06 1.2
12 24 25 26 23 21 23 18 15 15 15 21
3 21 23 15 23 21 23 12 09 09 15 15 23
14 15 18 18 18 12 15§ 03 01 01 06 06 15 09
15 26 27 27 26 25 26 25 24 25 25 26 26 25 25
16 28 28 28 27 28 28 26 26 27 27 28 28 26 27 11
17 34 34 37 40 37 40 43 40 40 37 40 37 47 40 32 44
18 37 37 31 31 34 31 44 40 40 37 37 37 50 40 31 47 06
19 37 37 37 37 34 37 40 37 37 34 37 34 47 37 31 44 03 03
20 4.7 47 47 47 43 47 40 37 37 37 43 37 47 37 37 53 18 18 15
21 37 37 37 37 34 37 34 31 31 29 37 29 40 31 32 44 09 09 06 09
22 40 40 40 40 37 40 37 34 34 31 40 31 43 34 32 47 12 12 09 12 03
23 37 37 37 37 34 37 34 31 31 29 37 29 40 34 31 44 09 09 06 09 01 03
24 40 40 40 40 37 40 37 34 34 31 40 31 43 31 31 47 12 12 09 12 03 06 01
25 37 37 37 37 34 37 34 31 31 29 37 29 40 31 31 44 09 09 06 09 01 03 01 03
26 40 40 34 34 37 34 37 34 34 31 34 31 43 34 32 47 12 06 09 12 03 06 03 06 03 -

H: haplotype. 1. R. sanguineus s.1 Egypt HI; 2. R. sanguineus s.1 Egypt HII; 3. R. sanguineus s.1 Egypt HIII; 4. R sanguineus s.l Egypt HIV; 5. R. sanguineus s.1 Egypt HV, 6. R sanguineus s.1
Egypt HVI; 7. R. sanguineus 8.1 Colombia; 8. R. sanguineus sl Brazil; 9. R. sanguineus s.1 South Africa; 10. R sanguineus s.] Mozambique; 11. R camicasi Kenya; 12. R guilhoni Nigeria; 13. R
sanguineus s.] Zambia HI;, 14. R senguineus s.] Zambia HIL15. R senguineus s.] Zambia HIIL; 16. R. senguineus s.1 Zambia HIV; 17. R. sanguineus s.1 Egypt HVIL 18: R sanguineis s.l Egypt
HVIIL 19. R sanguineus s.1 Egypt HIX; 20. R. sanguineus s.1 Romania HI; 21. R. sanguinens s.] Romania HII: 22. R sanguineus sl Romania HIIL 23. R. sanguineus s.1 Romania HIV; 24. R

sanguineus .1 Romania HV; 25. R sanguineus Turkey I; 26. R. sanguineus Turkey IL

Table 2

Matrix of sequence divergence (% nucleotide difference), showing the pair-wise comparisons of the 128 rDNA sequences among the haplotypes of Rhipicephalus sanguinens sensu lato.

1 2 3 E 5 I} z 8 9 10 1 12 13 14 15
1 _
2 0.3
3 0.6 0.3
4 2.3 2.0 23
5 3.6 3.5 36 3.3
6 0.9 0.6 0.9 2.0 3.2
7 0.6 0.3 0.6 1.8 3.2 0.9
8 0.9 0.6 03 2.1 3.6 1.2 0.3
9 0.9 0.6 03 2.1 3.6 1.2 0.3 0.0
10 1.2 0.9 1.2 1.8 3.6 1.5 0.6 0.9 0.9
11 0.9 0.6 03 2.1 3.6 1.2 0.3 0.0 0.0 0.9
12 0.9 0.6 0.9 2.1 3.6 1.2 0.3 0.6 0.6 0.9 0.6
13 6.0 5.7 6.0 6.0 5.1 5.4 6.0 6.3 6.3 6.0 6.3 6.3
14 6.7 6.4 6.7 6.7 5.7 6.0 6.7 7.0 7.0 6.7 7.0 7.0 1.2
15 6.6 6.3 6.6 6.0 5.1 6.0 6.0 6.3 6.3 6.0 6.3 6.3 1.2 0.6 -

H: haplotype. 1. R sanguineus s.1 Egypt HI; 2. R. sanguineus s.1 Egypt HII, 3. R. sanguineus s.1 Zambia HI; 4. R guithont; 5. R camicasi Ethiopia; 6. R leporis Irak; 7. R sanguineus s.1 Paraguay;
8. R. sanguineus s.] Brazil; 9. R. sanguineus s.1 Perw; 10. R. sanguineus s.1 South Africa; 11. R. songuineus s.1 Mozambique; 12. R sanguineus s.] Argentina (tropical lineage); 13. R. sanguineus

s.] Egypt HIL 14. R senguinets 8.1 Romania; 15. R sanguinens 8.1 Morphotype 1 Greece.

lus limbatus Koch, 1844 (type locality: Egypt), Rhipicephalus punctatissi-
mus Gersticker 1873 (type locality: Mombasa, Kenya), Rhipicephalus
rutilus Koch, 1844 (type locality: Egypt), and Rhipicephalus stigmaticus
Gersticker 1873 (type locality: Mombasa, Kenya). The types of these
taxa should be examined to determine whether the name of some of
them should be assigned to the evolutionary entity composed by R.
sanguineus s.l. from Sub-Saharan Africa, R. camicasi, R. guilhoni and R.
sanguineus s.1. from Africa north of the Sahara, because they would have
priority over R. camicasi and R. guilhoni. All the species above described
by Koch (1844), Gersticker (1873) and Neumann (1897) are treated as
names incertue sedis in Guglielmone and Nava (2014) but the type
specimens for all of them are held in the Berlin Museum (Moritz and
Fischer, 1981) therefore available for scrutiny. Also, future studies
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should include specimens of R. camicasi and R. guilhoni from areas near
their type localities in the genetic and morphological comparisons in
order to determine whether these species effectively belong to a same
specific entity composed by R. camicasi, R. guilhoni and R. sanguineus s.1.
from Africa north of the Sahara, R. sanguineus s.l. from tropical areas of
America and R. sanguineus s.l. from Sub-Saharan Africa.

The other mitochondrial lineage of R. sanguineus s.l. from Egypt
found during this study is phylogenetically associated to R. sanguineus
s.l. ticks from Romania (sequences obtained in this work), Turkey
{sequences obtained by Hekimoglu et al., 2016) and Greece {morpho-
type I sensu Dantas-Torres et al., 2013). The genetic divergence
between the two mitochondrial lineages of R. sanguineus s.l. detected
in Africa north of the Sahara range from 3.1% to 4% in 165 rRNA gene
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sequences and from 6% to 6.7% in 125 rRNA gene sequences. The
biological significance of these genetic differences in mitochondrial
DNA must be evaluated with additional lines of evidence {i.e, cross
mating, ecological and morphological comparisons) as it was done for
the temperate and tropical lineages of R. sanguineus s.l. (Oliveira et al.,
2005; Szabd et al., 2005; Levin et al., 2012; Sanches et al., 2016;
Labruna et al., 2017). This is important in view of the high probability
of frequent inbreeding events between these two mitochondrial
lineages of R. sanguineus s.l. detected during this study in Africa north
of the Sahara. Also, the analyses based on relatively short sequences of
mitochondrial genes have some limitations, as the smaller effective
population size may lead to coalescence of haplotype lineages in
populations that are only temporarily isolated producing an over-
resolution of mtDNA trees (Sites and Crandall, 1997; Wiens and
Penkrot, 2002). Therefore, further research is needed to establish
accurately the taxonomic relationships between the two mitochondrial
lineages of R. sanguineus s.l. {clades I and III of this work) present in
Africa north of the Sahara.

The name R sanguineus s.s. cannot be assigned to any tick
population in the world at the current state of knowledge, due to the
lack of an accurate morphological definition and because of the
existence of different mitochondrial lineages, some of them reproduc-
tively incompatible among each other (Nava et al., 2015). The presence
of two sympatric lineages in Africa north of the Sahara was demon-
strated in this work, one of them closely related to R. camicasi, R.
guilhoni and R. sanguineus s.1. populations from sub-Saharan Africa and
tropical areas of America, and the other one closely related to
populations of R. sanguineus s.l. distributed in southeastern Europe.
But the taxonomic status of these taxa will remain unresolved until a
neotype of R. sanguineus s.s. becomes established and new lines of
evidence complement the current results based on mitochondrial DNA.
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In dieser Studie wurden Rhipicephalus sanguineus sensu lato-Zeckenpopulationen aus
Agypten mit Zecken aus Subsahara-Afrika, Amerika und Europa anhand der zwei
mitochondrialen 12S rRNA und 16S rRNA Gene verglichen. Ebenso herangezogen wurden
folgende, der Rhipicephalus sanguineus-Gruppe zugehdérigen Arten: Rhipicephalus camicasi,
Rhipicephalus guilhoni, Rhipicephalus sulcatus, Rhipicephalus rossicus, Rhipicephalus
pusillus, Rhipicephalus turanicus und Rhipicephalus leporis.

Dabei zeigte sich, dass mindestens zwei verschiedene genetische Linien von
R. sanguineus s.I. in Nordafrika koexistieren. Von den insgesamt 97 untersuchten
R. sanguineus s.I. aus Agypten konnten mit 16S rRNA Gensequenzen neun verschiedene
Haplotypen gebildet werden. Sechs Haplotypen bildeten ein Cluster mit R. sanguineus s.1. der
»tropical lineage* aus Amerika, R. sanguineus s.I. aus Mosambik, Sidafrika und Sambia
sowie R. camicasi und R. guilhoni. Auf Basis des 12S rRNA Gens ist R. leporis ebenfalls Teil
dieses Clusters. Die restlichen drei Haplotypen auf Grundlage des 16S rRNA Gensegments
lassen sich in ein Cluster mit stdosteuropdischen R. sanguineus s.l. Populationen aus
Rumanien und der Trkei einordnen.

Die nahverwandten R. sanguineus s.l. Haplotypen der ,,tropical lineage® grenzen sich deutlich
von den Spezies der ,temperate lineage” ab, was die Existenz von mindestens zwei
verschiedenen Arten unter demselben Namen nahelegt. Dieser Zusammenhang ist fir
Populationen in Sidamerika bereits genau geschrieben worden, welche sowohl auf
genetischer als auch biologischer Ebene verschieden bzw. inkompatibel sind (SZABO et al.
2005, DE OLIVEIRA et al. 2005, BURLINI et al. 2010, NAVA et al. 2012). Da laut
NAVA et al. (2015) davon ausgegangen wird, dass R. sanguineus sensu stricto den Zecken
der ,,temperate lineage* entspricht, sollte bei dem hier beschriebenen Cluster bestehend aus
R. sanguineus s.1. der ,,tropical lineage®, der sechs dgyptischen Haplotypen, R. sanguineus s.1.
aus Subsahara-Afrika, R. camicasi und R. guilhoni nicht von R. sanguineus s.s. gesprochen
werden. Laut der Regeln des International Code of Zoological Nomenclature (ICZN, 1999),
muss flr diese genetisch korrelierende Gruppe der Name gewahlt werden, der als erstes
publiziert wurde. In diesem Falle R. guilhoni, da dieser Name schon 1963 von Morel und
Vassiliades beschrieben wurde. Allerdings sollten sowohl weitere phylogenetische Analysen
und morphologische Beschreibungen von R. guilhoni, als auch von friiher beschriebenen
Synonymen der R. sanguineus-Gruppe in Afrika erfolgen, bevor ein Name festgelegt werden
kann (CAMICAS 1998, WALKER et al. 2000). Im Gegensatz zur fehlenden,
namensgebenden Zecke R. sanguineus (LATREILLE 1806) sind Zeckenspezies aus dem
19. Jahrhundert aus beispielsweise Kenia und Agypten von KOCH (1844), GERSTACKER
(1873) und NEUMANN (1897) im Berlin Museum erhalten und kdénnten somit fir genetische
Sequenzanalysen herangezogen werden (MORITZ und FISCHER 1981).

31



4 DISKUSSION

Die Bedeutung der monophyletischen Gruppe von R. sanguineus s.I. aus Sudosteuropa,
bestehend aus drei agyptischen Haplotypen, R. sanguineus s.l. aus Ruménien und der Trkeli
(Sequenzen des 16S rRNA Gens), bzw. aus Griechenland (basierend auf 12S rRNA
Gensegmenten) muss durch weitere Untersuchungen, wie Kreuzungsversuche und genaue
morphologische Analysen, dhnlich wie fiir die ,,temperate lineage und ,,tropical lineage®,
noch eruiert werden. Genetisch unterscheidet sich diese Gruppe zu den Sequenzen der
»tropical lineage™ zugehorigen dgyptischen Zecken im 16S rRNA Gensegment um 3,1-4 %
und im 12S rRNA Gen um 6-6,7 %. In einer Studie an tirkischen Populationen von
R.sanguineus s.l. konnte dieses Cluster, welches sich von den beiden bekannten
phylogenetischen Linien abgrenzt, ebenfalls dargestellt werden (HEKIMOGLU et al. 2016).

Eine aktuelle Studie aus Agypten liefert Daten zu R. sanguineus s.I. aus den Regionen rund
um Kairo, Giza und die Sinai Halbinsel. Anhand von finf genetischen Markern (18S rRNA,
ITS2, 12S rRNA, 16S rRNA und COI) werden die dort untersuchten Zecken der sogenannten
»temperate lineage” zugeordnet (ABDULLAH et al. 2016). Somit wurden beide groBlen
R. sanguineus-Cluster in Agypten genetisch nachgewiesen. Folgt man der Eingliederung der
Cluster nach Breitengraden von BURLINI et al. (2010), so befinden sich die R. sanguineus-
Populationen der ,temperate lineage oberhalb von 29° ndrdlicher und unterhalb
30° siidlicher Breite, die der ,tropical lineage® zwischen 25° nérdlicher und 22° siidlicher
Breite. Agypten befindet sich zwischen dem 31. bis 21. nordlichen Breitengrad. Dies ist eine
mogliche Erklarung fur die Detektion von R. sanguineus s.l. der ,temperate lincage im
Norden Agyptens (Kairo: 30° nérdlicher Breite; Sinai Halbinsel: 29,3° nérdliche Breite) und
der von uns phylogenetisch der ,tropical linecage* zugeordneten R. sanguineus s.l. aus
Oberdgypten (Luxor 25,4° nordliche Breite). Zur Bestatigung dieser These sind weitere
Studien von R. sanguineus s.l. Zecken aus dem Siiden Agyptens notwendig.

Die phylogenetischen Studien sollten hinsichtlich der verschiedenen genetischen Marker
kritisch betrachtet werden. Verwendet wurden sowohl nukleare Marker (18S rRNA, 1TS2) als
auch mitochondriale Gene (12S rRNA, 16S rRNA, COl/coxl). Wichtig ist, wie genau diese
Marker den genetischen Unterschied innerhalb und zwischen zwei Arten detektieren.
Durchschnittlich betréagt die Differenz zwischen verschiedenen Arten in einer aktuellen Studie
im 12S rRNA, 16S rRNA und COI Gensegment 11,1 %, 12,6 % und 15,2 % und innerhalb
einer Art entsprechend 0,9 %, 0,9 % und 1 % (LATROFA et. al 2013). Die 18S rRNA eignet
sich vorrangig zur Unterscheidung auf der Gattungs-Ebene (DOBSON und BARKER 1999).
LV et al. (2014) stellten bei Vergleichen der Genfragmente heraus, dass 1TS2 zuverlassiger
die Arten des Genus Ixodes (100 %), als diejenigen des Genus Rhipicephalus (92,98 %)
erfassen kann. Auch LATROFA et al. (2013) halten ITS2 fur einen ungeeigneten Marker zur
Differenzierung von Zecken der R. sanguineus-Gruppe. Anhand von Faktoren, wie Lange der
Genfragmente und Qualitdt sowie Reproduzierbarkeit der Sequenzen, gelten die 16S rRNA
und COIl Gene als zuverléssigste Marker auf Ebene der Artunterscheidung. Auf3erdem
zeichnen sich mitochondriale Gene gegeniber nuklearen Genen durch hohere Mutationsraten,
eine ausschlieBlich maternale Vererbung und das Fehlen von Rekombinationen aus (SHAO
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und BARKER 2007, NAVA et al. 2009). Vereinfachend kommt hinzu, dass die verfugbaren
Daten und Genbanken fur mitochondriale Gene am hdchsten sind (LV et al. 2014). 12S rRNA
gilt als geeignetes Gensegment fir erst kurzlich stattgefundene Artenabspaltungen (NORRIS
et al. 1999, MURRELL et al. 1999, BEATI und KEIRANS 2001). Die Sequenzlédnge der
12S rRNA und 16S rRNA Genabschnitte liegt jeweils unter 450 bp, die von COI bei 850 bp
(LATROFA et al. 2013). Die alleinige Verwendung von mitochondrialen Genen ist allerdings
nicht nur positiv zu bewerten. Es wird nur der maternale Gendrift bewertet und Sequenzen
aus vielen kurzen mitochondrialen Genabschnitten fiihren zu einer unverhaltnismaRig hohen
Anzahl und Vielfalt an phylogenetischen Baumen (WIENS und PENKROT 2002, HORNOK
et al. 2017). Deshalb sollten diese genetischen Analysen immer im Zusammenhang mit
morphologisch und biologischen Gesichtspunkten betrachtet werden, was in einigen Studien
bereits angewandt wurde (BEATI und KEIRANS 2001, DANTAS-TORRES et al. 2013). Da
die meisten der von uns untersuchten Zecken vollgesogen von ihren Wirtstieren abgesammelt
wurden, konnten auswertbare Aussagen Uber morphologische Messdaten nicht getroffen
werden. Auf dem Weg zu exakten Analysen werden die Gesamtgenomsequenzen der
einzelnen Zeckenarten weitere Erkenntnisse bringen, wie durch laufende Studien an den
Genomen von Ixodes scapularis und Rhipicephalus microplus (PAGEL VAN ZEE
et al. 2007). Komplette mitochondriale Genomsequenzen von R. sanguineus s.I. Populationen
aus China und den USA konnten das Vorliegen von mindestens zwei verschiedenen Arten
bereits bestatigen (LIU et al. 2013).

Bis heute herrscht kein Konsens tber den Ursprung von R. sanguineus s.s. (DANTAS-
TORRES 2008, WALKER et al. 2000). Alteste Hinweise auf die Existenz von
R. sanguineus s.I. in Agypten liefern, neben einer Grabzeichnung eines Hyénenkopfes mit
einer zeckendhnlichen Struktur am Ohr aus dem Jahr 1500 v. Chr., elektronenmikroskopische
Untersuchungen von Zecken an mumifizierten Hundemumien in einer romischen Grabanlage
in der N&he der Kharga-Oase (ARTHUR 1965, OTRANTO et al. 2014). OTRANTO et al.
(2014) ordnen diese Zecken der Rhipicephalus spp. Il (,,temperate lineage™) zu. Diskutiert
wird R. sanguineus s.s. dabei als afrikanische Zecke oder urspringlich aus dem
Mittelmeerraum, zur Zeit des romischen Imperiums, eingetragene Art. Da unsere
Untersuchungen keine R. sanguineus s.1. der ,,temperate lineage* enthielt, konnte dies eher fur
die Herkunft von R. sanguineus s.s., also der ,,temperate lineage*, iiber die Mittelmeerrouten
nach Agypten sprechen, wihrenddessen R. sanguineus s.l. der ,tropical lineage eine
separate, in Afrika beheimatete Art darstellen, welche Uber den Siiden Afrikas Agypten
besiedelt hat. Problematisch ist dabei jedoch, dass in Frankreich bereits beide Cluster
nachgewiesen wurden, wodurch die Verbreitungsrouten weniger klar definierbar sind (NAVA
etal. 2012, DANTAS-TORRES et al. 2013, LATROFA et al. 2014).

In der Studie von ABDULLAH et al. (2016) wurden Rickettsia spp. mit einer Pravalenz von
5,6 % (OmpA und gItA Gen) und 11,89 % (Farbung der Hamolymphe, mikroskopischer
Nachweis) in R. sanguineus s.I. aus Agypten beschrieben. In den von uns untersuchten
R. sanguineus s.l. Zecken konnten nur in drei von 881 (0,34 %) Rickettsia spp. nachgewiesen
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werden, die jeweils ein schwach positives, nicht sequenzierbares Genprodukt in der
generischen Rickettsien real-time PCR ergaben (WOLFEL et al. 2008). Im Gegensatz zu
ABDULLAH et al. (2016) konnten wir keine Zecken der ,,temperate lineage* zuordnen, was
im Zusammenhang mit dem fehlenden Nachweis von Rickettsien stehen konnte. Weitere
Studien sind notwendig, um die Vektorkompetenz von R. sanguineus der ,,temperate lineage*
und ,,tropical lineage* fiir Rickettsien zu vergleichen.

Neue Studien ordnen Zecken-assoziierte Pathogene bereits den einzelnen Clustern der
R. sanguineus-Gruppe zu. So wurden in einer Studie an weltweit gesammelten
R. sanguineus s.l. Zecken, Hunde-pathogene Erreger isoliert und den von DANTAS-TORRES
et al. (2013) beschriebenen Clustern zugeordnet. Anaplasma platys wurde sowohl in
R. sanguineus s.l. und Rhipicephalus sp. I gefunden. Hepatozoon canis in Rhipicephalus sp. I,
Il und 11 und Cercopithifilaria spp. sogar in allen Clustern der R. sanguineus-Gruppe
(LATROFA et al. 2014). Ehrlichia canis wurde in mehreren Studien ausschlieBlich in
Populationen der ,,tropical lineage™ von R. sanguineus s.l. detektiert. In dieser Studie wurde
auch Anaplasma platys in Zecken der ,.tropical lineage* nachgewiesen (MORAES-FILHO et
al. 2015, CICUTTIN et al. 2015). Im Gegensatz dazu konnte Rickettsia massiliae bisher nur
der ,,temperate lineage™ zugeordnet werden (MONIJE et al. 2016). Laut MONIJE et al. (2016)
weisen alle bisherigen Beschreibungen der tbrigen Rickettsia spp. darauf hin, dass diese auch
in R. sanguineus s.1. der ,,tropical lineage* vorkommen. Dieser Zusammenhang wurde bisher
nur far eine Art in einer Studie Uber Rickettsia rickettsii aus Mexiko beschrieben
(EREMEEVA et al. 2011, MONJE et al. 2016).

Schlussendlich kann der Name R. sanguineus s.s. zum derzeitigen Zeitpunkt fir keine
weltweit vorkommende Zeckenpopulation verwendet werden, da eine genaue morphologische
Beschreibung der erstmals von LATREILLE (1806) beschriebenen Zecke fehlt und
mindestens zwei genetische Linien auf Basis von mitochondrialen Gensegmenten existieren.
Auch in Agypten konnten mindestens zwei sympatrische R. sanguineus s.l.-Linien bestimmt
werden. Die eine zugehtrig zu R. sanguineus-Populationen der ,tropical lineage aus
Subsahara-Afrika und tropischen Arealen Amerikas, R. camicasi und R. guilhoni, die andere
in genetischer Verwandtschaft zu Populationen aus Sudosteuropa. Diese und weitere
postulierte Cluster missen hinsichtlich morphologischer, biologischer und genetischer
Gesichtspunkte weiter untersucht werden, bevor ein Neotypus als R. sanguineus s.s. bestimmt
werden kann.

Auch der zweite von uns in Agypten beschriebene Vertreter des Genus Rhipicephalus,
R. muhsamae, muss in weiteren Studien Beachtung finden. Die mdgliche Verwechslung mit
R. praetextatus und R. simus l&sst vermuten, dass das Verbreitungsgebiet und die Bedeutung
als Vektor pathogener Mikroorganismen groRer sind, als bisher bekannt. Einzig ein
unpublizierter Fund durch Clifford wurde von PEGRAM et al. (1987c) erwéhnt. Dieses
Ergebnis bestatigt die Uber die Jahre erfolgte Ausbreitung dieser Zeckenart von ihren
Urspriingen in Westafrika bis nach Nordostafrika. R. muhsamae wurde das erste Mal weiter

ostwaérts im Sudan in Nyala von MOREL (1980) beschrieben. Ebenso, wie von WALKER et
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al. (2000) 20 Jahre spater und von MOHAMMED und HASSAN (2007), welche diese
Zeckenart von Schafen im Sudosten des Sudans sammelten. Im ebenfalls in Ostafrika
befindlichen Kenia wurden fast 40 Jahre nach Erstbeschreibung R. muhsamae-Zecken auf
einem Dromedar beschrieben (DIOLI und FOX 2004). Dies ist der bisher einzige Fund dieser
Art in Kenia, wohingegen im Sudan weitere Individuen beschrieben werden konnten. Die
Manifestation von R. muhsamae im Sudan scheint daher bereits sicher, nachdem auch in einer
aktuellen Studie Individuen im Zentral- und Westsudan beschrieben werden konnten
(ELGHALI und HASSAN 2012). Als weiterer Vertreter der Simus-Gruppe gilt auch
Rhipicephalus simus als etablierte Art im Sudan mit Funden im Norden und in der Nahr an-
Nil Provinz (SALIH et al. 2004, AHMED et al. 2005). Rhipicephalus praetextatus ist bereits
endemisch in Agypten und wurde schon von PEGRAM et al. (1987c) dort beschrieben.
Ebenso wie WALKER et al. (2003) erwéhnt eine aktuelle Studie R. praetextatus auf Rindern
in Agypten (RAMADAN et al. 2016). Sowohl R. simus als auch R. praetextatus konnten unter
den hier untersuchten Zecken jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die bestehenden Handelsbeziehungen Agyptens mit dem Sudan entlang des Nils, kénnten
eine Verbreitungsroute fur R. muhsamae nach Nordafrika darstellen, vor allem (ber den
Viehhandel. Da wir diese Zeckenart ber fast drei Monate auf verschiedenen Tieren
nachweisen konnten, scheint R. muhsamae im oberdgyptischen Luxor endemisch zu sein.
Diese These wird gestitzt durch ahnliche klimatische Verhaltnisse in Agypten und in
nordlichen und westlichen Regionen des Sudans und damit einhergehend gleichen
Lebensbedingungen fir diese Zeckenart.

Obwohl R. muhsamae als klassische Rinderzecke gilt, konnten wir diese auf Hunden und
Pferden finden. ADAMU et al. (2014) konnten nur zwei weibliche und eine mannliche Zecke
auf Hunden in Nigeria beschreiben, wo R. muhsamae ebenfalls seit langem bekannt ist. In
einer Studie Uber Zecken in Guinea-Bissau werden verschiedene Wirte fur R. muhsamae
aufgelistet, z.B. Schweine und Rinder, auBerdem einige Funde aus der Vegetation
(TERENIUS et al. 2000). Auch die Auflistung der Wirte von R. muhsamae in WALKER et
al. (2000) zeigt, dass Hunde eher seltener als Wirtstier fungieren. Allerdings kénnte bei
groRerer Beachtung und einer korrekten taxonomischen Eingliederung dieser Zeckenart,
maoglicherweise eine groflere Anzahl auch auf Hunden und anderen Wirtstieren gefunden
werden. R. muhsamae sollte als Vektor von pathogenen Mikroorganismen zunehmend in
Betracht gezogen und untersucht werden, wenn der Hund als Wirt an Bedeutung gewinnt. In
dieser Studie konnten keine pathogenen Mikroorganismen nachgewiesen werden, wobei
jedoch in diesem Zusammenhang die geringe Anzahl an R. muhsamae-Zecken (n=28)
beachtet werden muss.
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Einleitung: Durch Zecken-Ubertragbare Erkrankungen auf Mensch und Tier gewinnen
zunehmend an Bedeutung. Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), die braune
Hundezecke, ist eine der weltweit am haufigsten vorkommenden Art und zeitgleich
kontrovers diskutiert. Aufgrund einer fir heutige Standards sehr allgemeingiltigen
Erstbeschreibung dieser Zeckenart, ist eine klare Definition zum jetzigen Zeitpunkt nicht
moglich. Unter dem Namen R. sanguineus wurden bisher, gemal3 dem aktuellen Stand der
Forschung, mindestens zwei verschiedene Arten gefiihrt. Zum einen die ,.tropical oder
northern lineage* (u.a tropisches Siidamerika, Mosambik, Siidafrika) und zum anderen die
,temperate oder southern lineage* (u.a. siidliches Siidamerika, Westeuropa).

Ziele der Untersuchungen: Ziel der vorliegenden Dissertation war eine phylogenetische
Einordnung von R. sanguineus s.I. aus Agypten vorzunehmen sowie die Untersuchung der
lokalen Zeckenpopulation auf bestimmte pathogene Infektionserreger.

Tiere, Material und Methoden: In die Untersuchung gingen insgesamt 1030 Zecken ein,
gesammelt von verschiedenen Wirtstieren (Hund, Katze, Pferd, Esel, Kamel) von Mai bis Juli
2013 in einer Tierklinik in Luxor, Agypten. Dokumentiert wurden neben dem Signalement
des Wirtstieres und dem Vorstellungsgrund in der Klinik, das Geschlecht, das
Entwicklungsstadium und die Lokalisation der Zecken am Tierkorper. Die Zecken wurden
morphologisch bestimmt sowie Teilbereiche der zwei mitochondrialen 12S rRNA und 16S
rRNA Gene sequenziert. Phylogenetische Analysen unter Verwendung von zugénglichen
Sequenzen aus Subsahara-Afrika, Amerika und Europa wurden mit der Maximum-
Likelihood-Methode durchgefihrt. Die Zecken wurden mittels real-time PCR auf pathogene
Infektionserreger (Rickettsia spp., Coxiella burnetii) untersucht.

Ergebnisse: Insgesamt konnten 881 R. sanguineus s.l., 102 Rhipicephalus annulatus,
28 Rhipicephalus muhsamae, 15 Hyalomma anatolicum und vier Haemaphysalis sp. sowohl
morphologisch als auch anhand von 16S rRNA Gensequenzen bestimmt werden.

Von 97 untersuchten R. sanguineus s.l. aus Agypten konnten mittels 16S rRNA
Gensequenzen neun verschiedene Haplotypen bestimmt werden. Sechs Haplotypen bildeten
ein Cluster mit R. sanguineus s.I. der ,tropical lincage” aus Amerika, R. sanguineus s.l. aus
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Mosambik, Siidafrika und Sambia sowie R. camicasi und R. guilhoni. Auf Basis des
12S rRNA Gens war R. leporis ebenfalls Teil dieses Clusters. Die restlichen drei 16S rRNA
Gensegment-Haplotypen lieRen sich in ein Cluster mit stidosteuropdischen R. sanguineus s.l.-
Populationen aus Ruménien und der Tirkei einordnen. Dabei zeigte sich, dass mindestens
zwei verschiedene genetische Linien von R. sanguineus s.I. in Nordafrika koexistieren. Unter
den untersuchten R. sanguineus s.l. konnten nur in drei bzw. acht Zecken ein jeweils schwach
positives Signal in den Rickettsien- bzw. Coxiella burnetii-real-time PCRs detektiert werden.
Da diese durch Sequenzierung nicht bestatigt werden konnten, wurden sie alle negativ
befundet.

Rhipicephalus muhsamae ist eine urspringlich in West- und Zentralafrika verbreitete
Rinderzeckenart und konnte hier das erste Mal nordlich der Sahara beschrieben werden. Die
PCR-Untersuchungen auf Rickettsia spp. und Coxiella burnetii verliefen auch hier negativ.

Schlussfolgerungen: Die vorliegende Arbeit konnte auch in Agypten mindestens zwei Arten
unter dem Namen R. sanguineus s.l. nachweisen. Bislang waren hier nur Vertreter der
sogenannten ,,temperate lineage™ bekannt, die am ndchsten mit Vertretern in Silideuropa
verwandt sind. Die hier neu beschriebenen R. sanguineus s.I der ,,tropical lineage* haben ihre
nachsten Verwandten vermutlich im sudlichen Afrika. Der Name R. sanguineus sensu stricto
sollte zum jetzigen Zeitpunkt nicht verwendet werden, bis auf Basis von eingehenderen
phylogenetischen Analysen Einigkeit zu dieser Artbezeichnung gefunden werden kann. In
zukunftigen wissenschaftlichen Arbeiten sollte weiterhin von R. sanguineus s.I. gesprochen
werden, da auch die vorliegende Dissertation genetische Differenzen bestatigen konnte.
Die Verbreitung von Rhipicephalus muhsamae ist aufgrund der vorliegenden Untersuchung
vermutlich weiter fortgeschritten als bisher vermutet. VVor allem auf morphologischer Ebene
ist eine Verwechslung mit den nahverwandten Arten Rhipicephalus praetextatus und
Rhipicephalus simus mdoglich. Hinsichtlich ihrer Verbreitung und der Rolle dieser Zecke als
Vektor pathogener Erreger besteht weiterer Forschungsbedartf.
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Introduction: Tick-borne diseases recently become more important in veterinary medicine as
well as in human medicine. Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), also known as the
brown dog tick, is one of the most widespread ticks and a subject of a controversial
discussion. The first universal description of this tick species makes a specific taxonomic
classification nearly impossible. It is believed that at least two genetic different lineages go
under the name of R. sanguineus. The so called ,,tropical or northern lineage™ (i.a. tropical
South America, Mozambique, South Africa) and the ,temperate or southern lineage®
(i.a. southern parts of South America, Western Europe).

Objective: The aim of the dissertation was a phylogenetic classification of R. sanguineus s.1.
in Egypt and an examination of the local tick population in regard to tick-borne pathogens.

Animals, materials and methods: A total of 1030 ticks was collected from various host
animals (dog, cat, horse, donkey, camel) at a veterinary clinic in Luxor, Egypt from May to
July 2013. Data on the host’s breed, gender, age and presenting problems as well as the life
stage and the localization of the ticks on the host was collected. The ticks were identified at
morphological level and parts of the two mitochondrial 12S rRNA and 16S rRNA genes were
sequenced. Phylogenetic analyses of accessible sequences from sub-Saharan Africa, America
and Europe were performed with the Maximum-likelihood method. Real-time PCR
examinations were run to detect pathogen agents (Rickettsia spp., Coxiella burnetii).

Results: All in all 881 R. sanguineus s.l., 102 Rhipicephalus annulatus, 28 Rhipicephalus
muhsamae, 15 Hyalomma anatolicum und 4 Haemaphysalis sp. were morphologically
identified and verified using partial 16S gene sequences.

The sequences based on 16S rRNA gene sequences from 97 R. sanguineus ticks from Egypt
were grouped in nine different haplotypes. Six out of the nine haplotypes were associated
with a phylogenetic clade which is formed by sequences of the “tropical lineage” of
R. sanguineus s.l. from America, Mozambique, South Africa und Zambia as well as
R. camicasi and R. guilhoni. Based on the 12S rRNA gene R. leporis also belongs to this
clade. The remaining three 16S haplotypes of R. sanguineus s.I from Egypt formed a clade
with 16S sequences of Southeast European populations of R. sanguineus s.l. from Turkey and
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Romania. Only three or eight of the R. sanguineus s.l. ticks showed slightly positive results in
the real-time PCR for the detection of Rickettsia spp. and Coxiella burnetii. Further
sequencing of the gene products was not possible, so the results were rate negative.

R. muhsamae is a West- and Central African cattle tick. This is the first description of
Rhipicephalus muhsamae north of the Sahara. PCR examinations could neither detect
Rickettsia spp. nor Coxiella burnetii in R. muhsamae.

Conclusion:

This work could demonstrate the presence of at least two sympatric lineages of
R. sanguineus s.l. in Egypt. In earlier studies, they only found genetic relationships to the so
called “temperate lineage”, which has an assumed origin in Southern Europe.
R. sanguineus s.l. of the present study belonging to the so called “tropical lincage” with a
relationship to African ticks. The name R. sanguineus sensu stricto cannot be assigned to any
tick population at the current state of knowledge because of the existence of different
mitochondrial lineages. An accurate species definition needs to be found based on further
phylogenetic analysis. This work also confirms the presence of genetic differences so
following works should still use the term R. sanguineus sensu lato.

Due to morphological similiarities of R. muhsamae to the other members of the so called
Simus-group Rhipicephalus praetextatus and Rhipicephalus simus the assumption of a wider
distribution than previously thought can be suggested. Further studies are necessary to aquire
more data about the distribution and the vector potential.
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Tabelle 2: Zecken gesammelt von verschiedenen Wirtstieren, Luxor, Agypten, 2013

Wirtstier, Rasse Lokalisation am Tier Datum Zeckenart Anzahl Zecken Vorstellungsgrund
(Geschlecht/Alter %)
Mannlich Weiblich
Pferd, Warmblut (m/k.A.) Analregion 14.05.2013 | H. anatolicum 7 1 Wundbehandlung
Hund, DSH (m/2) Ohr 14.05.2013 . sanguineus s.l. 6 14 Zeckenbehandlung
Pferd, Warmblut (m/k.A.) Analregion 15.05.2013 . anatolicum 1 1 Wundbehandlung
Hund, Mischling (m/6 Mo.) Ohr 16.05.2013 . sanguineus s.l. 17 33 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (w/1) Ohr 18.05.2013 . sanguineus s.l. 14 16 Zeckenbehandlung, Diarrhoe
Hund, Mischling (m/6 Mo.) Ohr 18.05.2013 . sanguineus s.l. 2 2 Beinamputation
Hund, Mischling (w/2) Ohr 18.05.2013 . sanguineus s.l. 5 5 Zeckenbehandlung
Hund, DSH (m/1) Ohr 18.05.2013 . sanguineus s.l. 0 5 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (m/2) Ohr 18.05.2013 . sanguineus s.l. 0 5 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (w/3) Ohr 18.05.2013 . sanguineus s.l. 2 4 Zeckenbehandlung
Hund, DSH (m/2) Ohr 19.05.2013 . sanguineus s.l. 0 5 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (m/2) Ohr 19.05.2013 . sanguineus s.l. 0 4 Zeckenbehandlung
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Wirtstier, Rasse Lokalisation am Tier Datum Zeckenart Anzahl Zecken Vorstellungsgrund
(Geschlecht/Alter ?)
Mannlich Weiblich

Katze, EKH (wk/3) Seitliche Bauchwand 19.05.2013 | R. sanguineus s.l. 1 0 Sectio caesara
Hund, Mischling (w/4) Ohr 19.05.2013 | R. sanguineus s.l. 18 71 Zeckenbehandlung
Hund, DSH (w/8 Mo.) Ohr 20.05.2013 | R. sanguineus s.1. 1 4 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (m/6 Mo.) Ohr 20.05.2013 | R. sanguineus s.l. 1 1 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (w/1) Ohr 20.05.2013 | R. sanguineus s.1. 1 3 Kastration
Hund, Weimaraner (m/6 Mo.) | Ohr 21.05.2013 | R. sanguineus s.l. 6 23 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (m/6 Mo.) Ohr 22.05.2013 | R. sanguineus s.1. 1 4 Zeckenbehandlung
Kamel, Dromedar (m/2) Kopf 22.05.2013 | H. anatolicum 0 1 Zeckenbehandlung
Kamel, Dromedar (m/5) Kopf 22.05.2013 | H. anatolicum 0 1 Zeckenbehandlung

Haemaphysalis sp. 0 1
Katze, EKH (m/1) Seitliche Bauchwand 24.05.2013 Femurfraktur

R. sanguineus s.l. 0 1
Esel, Hausesel (w/2 Mo.) Hals 24.05.2013 | R. annulatus 0 2 Flaschenaufzucht
Katze, EKH (m/1) Seitliche Bauchwand 25.05.2013 | Haemaphysalis sp. 0 1 Gesund
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Wirtstier, Rasse Lokalisation am Tier Datum Zeckenart Anzahl Zecken Vorstellungsgrund
(Geschlecht/Alter ?)
Ménnlich Weiblich

N . Diarrhoe, Vomitus

Hund, Mischling (w/2) Ohr 25.05.2013 . sanguineus s.1. 5 1 .
(VD: Parvovirose)
Hund, Mischling (m/3) Ohr / Achsel 26.05.2013 . sanguineus s.l. 30 44 Zeckenbehandlung
Hund, Labrador (w/3 Mo.) Kopf, Rumpf 26.05.2013 . sanguineus s.l. 4 6 Zeckenbehandlung
Hund, Labrador (m/2 Wo.) Ohr 27.05.2013 . sanguineus s.l. 2 2 Zeckenbehandlung
Hund, Staffordshire Bullterrier .
Ohr 28.05.2013 . sanguineus s.1. 2 2 Cherry Eye
(m/2)
Hund, Mischling (w/1) Ohr 28.05.2013 . muhsamae 0 1 Seilverletzung
Hund, DSH (w/3 Mo.) Riicken 28.05.2013 . sanguineus s.l. 10 15 Zeckenbehandlung
Katze, EKH (mk/12) Seitliche Bauchwand 29.05.2013 . sanguineus s.l. 0 1 Zeckenbehandlung
Esel, Hausesel (w/3 Wo.) Nacken 31.05.2013 . annulatus 0 11 Zeckenbehandlung
. annulatus 3 15
Esel, Hausesel (w/4) Hals, Brust 31.05.2013 Bisswunde
. anatolicum 0 2

Hund, Labrador (m/3 Wo.) Achsel 01.06.2013 . sanguineus s.l. 1 0 Gesund
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Wirtstier, Rasse Lokalisation am Tier Datum Zeckenart Anzahl Zecken Vorstellungsgrund
(Geschlecht/Alter ?)
Ménnlich Weiblich
Hund, Labrador (m/3 Wo.) Ohr 01.06.2013 . sanguineus s.l. 2 3 Otitis
Hund, Mischling (m/1) Kopf 01.06.2013 . sanguineus s.l. 4 1 Zeckenbehandlung
Hund, DSH Mischlin .
X ISehiing Ohr 03.06.2013 . sanguineus s.1. 10 15 Zeckenbehandlung
(m/7 Wo.)
Hund, Mischling (m/1) Kopf 04.06.2013 . sanguineus s.l. 1 1 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (m/2) Nacken 06.06.2013 . sanguineus s.1. 3 1 Fellpflege
Hund, Mischling (m/5) Nacken 06.06.2013 . sanguineus s.1. 19 24 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (w/5) Kopf, Riicken 08.06.2013 . sanguineus s.l. 22 8 Zeckenbehandlung
Hund, DSH Mischling (m/1) Kehle 08.06.2013 . muhsamae 0 1 Gesund
Hund, DSH (m/4 Mo.) Ohr, Riucken 08.06.2013 . sanguineus s.l. 29 15 Zeckenbehandlung
. sanguineus s.l. 4 4
Hund, Mischling (m/2 Mo.) Pfote, Schulter 09.06.2013 Gesund
. muhsamae 1 0
Hund, Mischling (m/1 Mo.) Ohr 09.06.2013 sanguineus s.| 5 2 vomitus, Fieber
' g ' R -sang o (VD: Parvovirose)
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8 ANHANG

Wirtstier, Rasse Lokalisation am Tier Datum Zeckenart Anzahl Zecken Vorstellungsgrund
(Geschlecht/Alter ?)
Ménnlich Weiblich
Hund, DSH (w/5 Mo.) Kopf, Rumpf 10.06.2013 . sanguineus s.l. 0 39 Zeckenbehandlung
Hund, DSH (m/5 Mo.) Hals 10.06.2013 . sanguineus s.1. 0 9 Nymphen | Zeckenbehandlung
Hund, DSH (m/3 Mo.) Kopf, Schulter 11.06.2013 . sanguineus s.l. 22 23 Zeckenbehandlung
Hund, DSH Mischlin )
g Ohr, Achsel 13.06.2013 . sanguineus s.1. 10 12 Zeckenbehandlung

(m/8 Wo.)
Hund, DSH Mischling (m/8 .
Wo) 9 Ohr 13.06.2013 . sanguineus s.1. 3 5 Zeckenbehandlung
Pferd, Warmblut (m/k.A.) Hals 14.06.2013 . annulatus 0 3 Wunde

N ; . 14+ .
Hund, Mischling (m/k.A.) Ganzkorper 25.06.2013 . sanguineus s.l. 22 Andmie, Zeckenbehandlung

4 Nymphen

Hund, Mischling (m/2 Wo.) Ohr 26.06.2013 . sanguineus s.l. 2 1 Zeckenbehandlung
Hund, DSH Mischling (m/1) Auge, Ohr, Brust 27.06.2013 . muhsamae 2 2 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (w/4) Ganzkorper 27.06.2013 . sanguineus s.l. 2 6 Nymphen | Zeckenbehandlung
Hund, Labrador (m/3 Wo.) Ohr 27.06.2013 . sanguineus s.l. 5 0 Zeckenbehandlung
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Wirtstier, Rasse Lokalisation am Tier Datum Zeckenart Anzahl Zecken Vorstellungsgrund
(Geschlecht/Alter ?)
Ménnlich Weiblich

H. anatolicum 0 1
Pferd, Warmblut (m/k.A.) Hals, Kehle, Schweif 27.06.2013 Zeckenbehandlung, Alopezie

R. muhsamae 12 6
Hund, Mischling (m/2) Kopf 29.06.2013 | R. sanguineus s.l. 6 10 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (m/2) Kopf 29.06.2013 | R. sanguineuss.l.. 6 9 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (W/k.A.) Ohr, Nacken 30.06.2013 | R. sanguineus s.l.. 7 4 Bisswunden
Katze, EKH (mk/3) Schulter 01.07.2013 | Haemaphysalis sp. 0 1 Zeckenbehandlung
Hund, DSH (m/6 Mo.) Kopf 01.07.2013 | R. sanguineuss.l.. 0 1 Lahmheit Ellbogen
Hund, DSH (m/1) Riicken 01.07.2013 | R. sanguineuss.l.. 11 22 Zeckenbehandlung
Hund, Deutsche Dogge (m/6 .
WL;) . gge ( Ohr 02.07.2013 | R. sanguineuss.l.. 1 0 Zeckenbehandlung
Hund, Mischling (w/3) Ohr, Hals, Pfote 04.07.2013 | R. sanguineus s.l. 11 13 Zeckenbehandlung
Katze, EKH (w/4) Schulter 05.07.2013 | Haemaphysalis sp. 1 0 Zeckenbehandlung
Hund, Labrador Mischling 05.07.2013 . 4 6 .
(MKA) Ohr R. sanguineus s.I. Fraktur, Euthanasie
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Wirtstier, Rasse Lokalisation am Tier Datum Zeckenart Anzahl Zecken Vorstellungsgrund
(Geschlecht/Alter ?)
Ménnlich Weiblich
Hund, Mischling (W/k.A.) Ohr 06.07.2013 | R. sanguineus s.l. 14 6 Zeckenbehandlung
Kopf, Schulter, .
Esel, Hausesel (m/4 Mo.) P 08.07.2013 | R. annulatus 17 14 Zeckenbehandlung, Kachexie
Schwanz
Hund, Mischling (m/2) Kopf, Schulter 08.07.2013 | R. sanguineus s.l. 4 7 Zeckenbehandlung
Esel, Hausesel (m/k.A.) Brust 11.07.2013 | R. annulatus 1 1 Anamie
Nacken,
Pferd, Warmblut (m/4 Mo.) . . 11.07.2013 | R. annulatus 16 4 Zeckenbehandlung
HintergliedmaRe
Hund, Mischling (w/3) Bauch 11.07.2013 | R. muhsamae 1 2 Gesund
Esel, Hausesel (w/3 Mo.) Ohr, Nacken 12.07.2013 | R. annulatus 6 9 Zeckenbehandlung

& Alter in Jahren; Mo.= Monat; Wo.= Woche; k.A. = keine Angabe; w= weiblich; m= mannlich; mk= méannlich, kastriert; wk= weiblich kastriert;
R.= Rhipicephalus; H.=Hyalomma, DSH= Deutscher Schéferhund; EKH= Europdisch Kurzhaar, VD=Verdachtsdiagnose; sp.= species; s.l.=sensu lato
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