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Infektion mit dem Virus der Weißpünktchenkrankheit (WSSV) 

Amtliche Methode 

1. Charakterisierung der Infektion 

1.1 Erreger 

Die Infektion mit WSSV ist eine virale Infektion der Dekapoden. Die Krankheit ist hochkontagiös, verläuft 

sehr oft akut und geht oft mit sehr hoher Mortalität einher. 

Der Erreger der Infektion mit WSSV ist ein doppelsträngiges DNA-Virus mit einer Größe von ca. 

120 - 150 x 270 - 290 nm und gehört zum Genus Whispovirus innerhalb der Familie Nimaviridae. Das Virus 

besiedelt vor allem Gewebe ektodermalen oder mesodermalen Ursprungs, insbesondere die Kutikula und 

Subkutikula. 

Die Infektion mit WSSV ist im Anhang der Delegierten Verordnung (EU) 2018/1629 als Seuche gelistet und im 

Anhang der Durchführungsverordnung (EU) 2018/1882 in die Kategorien C, D und E eingeordnet. Im Anhang 

der Durchführungsverordnung (EU) 2018/1882 sind als empfängliche Arten einer Infektion mit WSSV alle 

zehnfüßigen Krebstiere (Ordnung der Dekapoden) und als Überträgerarten Schinkenmuschel (Atrina spp.), 

Wellhornschnecke (Buccinum undatum), Portugiesische Auster (Crassostrea angulata), Herzmuschel (Ceras

toderma edule), Pazifische Auster (Crassostrea gigas), Amerikanische Auster (Crassostrea virginica), Mittel

meer-Dreiecksmuschel (Donax trunculus), Seeohr der Art Haliotis discus hannai (Haliotis discus hannai), 

Grünes Seeohr (Haliotis tuberculata), Gemeine Strandschnecke (Littorina littorea), Nördliche Venusmuschel 

(Mercenaria mercenaria), Japanische Venusmuschel (Meretrix lusoria), Sandklaffmuschel (Mya arenaria), 

Miesmuschel (Mytilus edulis), Mittelmeer-Miesmuschel (Mytilus galloprovincialis), Gemeiner Krake (Octopus 

vulgaris), Europäische Auster (Ostrea edulis), Große Pilgermuschel (Pecten maximus), Gegitterte Venusmu

schel (Ruditapes decussatus), Japanische Teppichmuschel (Ruditapes philippinarum), Gewöhnlicher Tinten

fisch (Sepia officinalis), Schnecken der Gattung Strombus (Strombus spp.), Goldene Teppichmuschel (Ve

nerupis aurea), Kleine Teppichmuschel (Venerupis pullastra), Raue Venusmuschel (Venus verrucosa) gelis

tet. 

Eine wirtschaftliche Bedeutung für die Aquakultur haben vor allem die zur Familie Penaeidae gehörenden 

Arten (tropische Riesengarnelen/„Shrimps“), aber auch Flusskrebse.  

1.2 Klinische Symptomatik 

Die Klinik der Infektion mit WSSV ist gekennzeichnet durch: 

▪ stark variierende Mortalität 

▪ multifokale bis konfluierende, runde, 0,5 bis 2 mm große weiße Veränderungen („Weißpünktchen“) in 

der Kutikula (Kalziumeinlagerungen auf der Innenseite des Exoskeletts) 

▪ Pigmentationsverlust (rosa – rotbraune Körperoberfläche) 

▪ Konzentration der Tiere an der Wasseroberfläche oder den Rändern der Haltungseinheiten 
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▪ Lethargie 

▪ Inappetenz 

 

Die klinischen Symptome werden unter natürlichen Bedingungen durch Wassertemperaturen von unter  

30 °C und Stressoren (z. B. Salinitätswechsel) begünstigt. Betroffen sind alle Entwicklungsstadien von De

kapoden. 

 

Verlaufsformen: 

▪ perakut:  Rötungen, Tod nach –zwei bis drei Tagen 

▪ akut:  multifokale bis konfluierende, runde, 0,5 bis 2 mm große weiße Veränderungen („Weiß- 

pünktchen“), Tod nach –sieben bis zehn Tagen 

▪ chronisch:  subklinisch, Inappetenz, Tod nach 15 - 28 Tagen 
 

Übertragung:  

▪ vertikal (transovariell) 

▪ horizontal (Kannibalismus, Nahrung, Wasser) 

 

Eine besondere Gefahr geht von „Carrier“-Tieren aus, die das Virus in sich tragen und ausscheiden, ohne 

jedoch selbst Symptome zu zeigen (persistierende Infektion).  

1.3 Differenzialdiagnose 

Differenzialdiagnostisch sind alle mit erhöhter Sterblichkeit einhergehenden Erkrankungen empfänglicher 

Arten in Betracht zu ziehen, die eine klinische Erkrankung ausprägen können. Dazu zählen insbesondere die 

im Anhang der Durchführungsverordnung (EU) 2018/1882 gelisteten und in die Kategorien A (+D und E) ein

geordneten Infektionen mit dem Taura-Syndrom-Virus und der Gelbkopf-Krankheit. Ferner sind differenzi

aldiagnostisch pH-Wert-bedingte Kalkeinlagerungen im Exoskelett zu berücksichtigen. Weitere differenzial

diagnostische Kriterien sind im "Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases" der OIE in der jeweils gülti

gen Fassung zu finden. 

1.4 Diagnostische Indikation 

In Abhängigkeit von der Art der Überwachung oder, wenn als Ergebnis der klinischen und pathologisch-

anatomischen Untersuchung oder auf Grund epidemiologischer Erhebungen ein amtlich festgestellter Ver

dacht des Ausbruchs der Infektion mit WSSV vorliegt, sind Dekapoden an die zuständige diagnostische Ein

richtung zur virologischen Prüfung einzusenden. Ein weiterer diagnostischer Indikator kann Tierverkehr sein. 
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Ein klinischer Verdacht auf Infektion mit WSSV besteht, wenn erhöhte Mortalitäten bzw. klinische Symptome 

der Infektion mit WSSV zu beobachten sind. 

 

Gemäß Delegierter Verordnung (EU) 2020/689 Anhang VI Teil II Kapitel 6 Abschnitt 5 gilt als gesichertes 

diagnostisches Verfahren zum Erregernachweis die PCR. Ein direkter Erregernachweis über die Virusisolie

rung in der Zellkultur ist nicht möglich. Laut Delegierter Verordnung (EU) 2020/689 können zur Untermaue

rung der bei der PCR gewonnenen diagnostischen Daten auch andere Proben, die für Histologie und Trans

missionselektronenmikroskopie fixiert wurden, herangezogen werden. Der Nachweis intranukleärer Ein

schlusskörper nach HE-Färbung von histologischen Schnitten oder Quetschpräparaten dient lediglich der 

Verdachtserhebung. Der Nachweis von viralem Antigen durch Immunhistochemie (IHC) unter Verwendung 

WSSV-spezifischer Antikörper, Elektronenmikroskopie (Organe, Hämolymphe) sowie In-situ-Hybridisierung 

(ISH) werden laut Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases der OIE nur einschränkend empfohlen. 

 

Bei der Anwendung dieser Diagnosemethoden müssen die entsprechenden vom EU Referenzlabor (EURL) für 

Fisch- und Krebstierkrankheiten genehmigten detaillierten Methoden und Verfahren befolgt werden. 

1.5 Zuständige Untersuchungseinrichtung 

▪ Benannte Untersuchungseinrichtungen der Bundesländer 

▪ Friedrich-Loeffler-Institut, Nationales Referenzlabor für die Infektion mit WSSV, Südufer 10, 17493 

Greifswald-Insel Riems, Tel. +49 (0) 38351-7-1175 

▪ EURL für Fisch- und Krebstierkrankheiten, DTU National Institute of Aquatic Resources (DTU Aqua), 

Kemitorvet, Building 202, 2800 Kgs. Lyngby, Denmark, Tel. Phone: +45 25 52 05 80 

1.6 Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung) 

Die Diagnosemethoden zur Tilgung der Infektion mit WSSV sowie zur Erlangung und Aufrechterhaltung des 

Status „frei von einer Infektion mit WSSV“ sind in der Delegierten Verordnung (EU) 2020/689 Anhang VI 

Teil II Kapitel 6 benannt. Demnach müssen die detaillierten Verfahren zur Durchführung dieser Diagnoseme

thoden die vom EURL für Fisch- und Krebstierkrankheiten genehmigten Verfahren sein.  

 

Weitere Rechtsgrundlagen: 

▪ Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 9. März 2016 zu Tierseuchen 

und zur Änderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit („Tiergesundheits

recht“) 

▪ Delegierte Verordnung (EU) 2018/1629 der Kommission vom 25. Juli 2018 zur Änderung der Liste der 

Seuchen in Anhang II der Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates zu 

Tierseuchen und zur Änderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit („Tier

gesundheitsrecht“) 

https://www.fli.de/de/institute/institut-fuer-infektionsmedizin-imed/referenzlabore/
https://www.fli.de/de/institute/institut-fuer-infektionsmedizin-imed/referenzlabore/
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▪ Durchführungsverordnung (EU) 2018/1882 der Kommission vom 3. Dezember 2018 über die Anwendung 

bestimmter Bestimmungen zur Seuchenprävention und -bekämpfung auf Kategorien gelisteter Seuchen 

und zur Erstellung einer Liste von Arten und Artengruppen, die ein erhebliches Risiko für die Ausbreitung 

dieser gelisteten Seuchen darstellen 

▪ Durchführungsverordnung (EU) 2019/1715 vom 30. September 2019 mit Vorschriften zur Funktionsweise 

des Informationsmanagementsystems für amtliche Kontrollen und seiner Systemkomponenten („IMSOC-

Verordnung“) 

▪ Delegierte Verordnung (EU) 2020/687 der Kommission vom 17. Dezember 2019 zur Ergänzung der Ver

ordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften für die 

Prävention und Bekämpfung bestimmter gelisteter Seuchen 

▪ Delegierte Verordnung (EU) 2020/689 der Kommission vom 17. Dezember 2019 zur Ergänzung der Ver

ordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften betreffend 

Überwachung, Tilgungsprogramme und den Status „seuchenfrei“ für bestimmte gelistete und neu auf

tretende Seuchen 

▪ Durchführungsverordnung (EU) 2020/690 vom 17. Dezember 2019 mit Durchführungsbestimmungen zur 

Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hinsichtlich der gelisteten Seu

chen, die Überwachungsprogrammen in der Union unterliegen, des geografischen Geltungsbereichs sol

cher Programme und der gelisteten Seuchen, für die der Status „seuchenfrei“ von Kompartimenten 

festgelegt werden kann 

▪ Durchführungsverordnung (EU) 2020/691 vom 30. Januar 2020 zur Ergänzung der Verordnung (EU) 

2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften für Aquakulturbetriebe 

und Transportunternehmer, die Wassertiere befördern 

▪ "Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases" der OIE in der jeweils aktuellen Fassung 

2. Untersuchungsmaterial 

2.1. Proben  

Die in Artikel 3 Absatz 2 Buchstabe b Ziffer ii der Delegierten Verordnung (EU) 2020/689 genannten allge

meinen Anforderungen an Gesundheitsbesuche und Probenahme müssen die nachfolgend zitierten Anforde

rungen erfüllen:  

a) die Beprobung von Krebstieren für Laboruntersuchungen ist dann vorzunehmen, wenn die Wasser

temperatur ihren wahrscheinlichen Jahreshöchststand erreicht. Diese Anforderung in Bezug auf die 

Wassertemperatur gilt auch für Gesundheitsbesuche, sofern diese machbar sind; 

b) sind gemäß den Anforderungen nach den Abschnitten 2 bis 4 Zuchtkrebstiere zu beproben, so gelten 

folgende Kriterien:  
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i) Sind geschwächte oder moribunde Krebstiere in den Produktionseinheiten vorhanden, so 

sind in erster Linie solche Krebstiere auszuwählen. Sind solche Krebstiere nicht vorhanden, 

so müssen die unterschiedlichen Größenkohorten der ausgewählten empfänglichen Arten, 

d. h. Jungtiere und ausgewachsene Tiere, anteilig in der Probe vertreten sein;  

ii) Wird für die Krebsproduktion mehr als eine Wasserquelle verwendet, so müssen bei der 

Probenahme empfänglicher Krebstiere aller Wasserquellen berücksichtigt werden;  

c) wenn wegen der geringen Anzahl der Betriebe in einem Tilgungsprogramm eine gezielte Überwa

chung der Wildpopulationen erforderlich ist, sind Anzahl und geografische Verteilung der Probenah

mestellen so zu bestimmen, dass eine angemessene Abdeckung des Mitgliedstaats, der Zone oder 

des Kompartiments gegeben ist. Die Probenahmestellen müssen auch für die verschiedenen Ökosys

teme repräsentativ sein, in denen die empfänglichen Wildpopulationen leben, d. h. Meeressysteme, 

Mündungssysteme, Flusssysteme und Seen. In diesen Fällen müssen die zu beprobenden Krebstiere 

wie folgt ausgewählt werden:  

i) In Meeres- und Mündungsgebieten sind eine oder mehrere der folgenden Arten auszuwählen: 

Carcinus maenas, Cancer pagurus, Eriocheir sinensis, Liocarcinus depurator, Liocarcinus pu

ber, Crangon, Homarus gammarus, Palaemon adspersus oder Geißelgarnelenarten, d. h. 

Penaeus japonicus, Penaeus kerathurus, Penaeus semisulcatus. Sind diese Arten nicht vor

handen, so muss die Probe repräsentativ für die anderen vorhandenen empfänglichen Deka

podenarten sein;  

ii) In Fluss- und Seesystemen sind eine oder mehrere der folgenden Arten auszuwählen: Pa

cifastacus leniusculus, Astacus leptodactylus, Austropotamobius pallipes oder Orconectes 

limosus. Sind diese Arten nicht vorhanden, so muss die Probe repräsentativ für die anderen 

vorhandenen empfänglichen Dekapodenarten sein;  

iii) Sind geschwächte oder moribunde Krebstiere vorhanden, so sind in erster Linie solche Kreb

stiere auszuwählen. Sind solche Krebstiere nicht vorhanden, so müssen die unterschiedli

chen Größenkohorten der ausgewählten empfänglichen Arten, d. h. Jungtiere und ausge

wachsene Tiere, anteilig in der Probe vertreten sein. 

 

Die zu untersuchenden Dekapoden müssen tierschutzgerecht betäubt werden. Unmittelbar nach der Betäu

bung hat die Tötung und Organentnahme unter Verwendung steriler Sektionsinstrumente (Schere, Skalpell, 

Pinzette) zu erfolgen. 

 

Proben mit integumentaler Epidermis, seziert oder in Lauf- und Schwimmbeinen, Mundwerkzeugen oder 

Kiemen des zu untersuchenden Tieres enthalten, werden vor der Vorbereitung für die PCR in 95%igem Etha

nol fixiert und können auch so transportiert werden. Beim Probenversand sind die gesetzlichen Bestimmun

gen für den Transport von Gefahrgut zu beachten; siehe hierzu Verpackungsvorschriften nach IATA bzw. ADR 
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für diagnostische Proben (UN3373) und Gefahrstoffe wie z. B. Ethanol (UN1170; entzündbarer flüssiger Stoff, 

begrenzte Mengen beachten!). 

 

Zur Untermauerung der bei der PCR gewonnenen Daten können auch andere Methoden wie Histologie und 

Transmissionselektronenmikroskopie herangezogen werden.  

In der Regel stellt sich die Entnahme der Schwimmbeine aus technischer Sicht am einfachsten dar (Abbildung 

1).  

 

 

Abbildung 1: Entnahme von Pleopoden (Foto: Kleingeld, LAVES) 
 

Hier reicht es, bei adulten Tieren jeweils ein Beinpaar pro getötetes Exemplar einzusenden. Sollen zusätz

liche, differenzialdiagnostisch relevante Proben für die PCR-Diagnostik des Yellowhead-Virus und des Taura-

Syndrom-Virus eingesendet werden, sind diese zur Vermeidung des Abbaus der viralen RNA in Nukleinsäure-

Stabilisierungsmedium (z. B. RNAlater) zu verbringen. Ist eine differenzialdiagnostische Abklärung nicht not

wendig, genügt die Fixation des Probenmaterials durch Ethanol (95 %). 

 

Die Delegierte Verordnung (EU) 2020/689 enthält keine Angaben darüber, ob Proben gepoolt werden kön

nen. Laut "Diagnostic Manual for Aquatic Animal Diseases" sind Auswirkungen des Poolens auf die diagnosti

sche Empfindlichkeit nicht hinreichend getestet, weshalb größere Tiere einzeln beprobt und getestet wer

den sollten. Es kann jedoch erforderlich sein, juvenile Lebensstadien zu poolen, um ausreichend Material 

zu erhalten. 

2.2 Diagnosemethoden bei Tilgung der Infektion mit WSSV sowie zur Erlangung und Auf
rechterhaltung des Status „frei von einer Infektion mit WSSV“  

Die Diagnosemethoden und -verfahren zur Anerkennung oder Aufrechterhaltung des Status „frei von einer 

Infektion mit WSSV“ müssen die PCR mit nachfolgender Sequenzierung sein. Bei der Anwendung dieser Di

agnosemethoden müssen die entsprechenden vom EURL für Fisch- und Krebstierkrankheiten genehmigten 
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detaillierten Methoden und Verfahren befolgt werden. Bei einem Positivbefund des PCR-Tests muss auf das 

Ergebnis eine Sequenzierung des Fragments folgen, bevor die in Artikel 63 der Delegierten Verordnung (EU) 

2016/429 vorgesehenen ersten Bekämpfungsmaßnahmen umgesetzt werden.  

Die entsprechenden Passagen der Delegierten Verordnung (EU) 2016/429 werden im folgenden Kapitel zi

tiert. 

Muss ein Verdacht auf WSSV-Infektion gemäß Artikel 58 der Delegierten Verordnung (EU) 2016/429 bestätigt 

bzw. ausgeschlossen werden, so müssen der folgende Gesundheitsbesuch, die Probenahme und die Unter

suchung folgendem Verfahren entsprechen:  

a) Die Untersuchung umfasst mindestens einen Gesundheitsbesuch und eine Beprobung von zehn Kreb

stieren, wenn klinische Anzeichen für eine WSSV-Infektion oder entsprechende postmortale Läsionen 

beobachtet werden, oder von 150 Krebstieren, wenn keinerlei klinische Anzeichen oder postmortale 

Läsionen beobachtet werden. Die Proben werden gemäß der unten aufgeführten Diagnosemethode 

untersucht;  

b) Das Auftreten von WSSV muss als bestätigt angesehen werden, wenn eine in Übereinstimmung mit 

den vom EURL für Fisch- und Krebstierkrankheiten genehmigten detaillierten Methoden und Verfah

ren durchgeführte PCR mit nachfolgender Sequenzierung einen Positivbefund für WSSV ergibt. Ein 

Verdacht auf Infektion mit WSSV kann ausgeschlossen werden, wenn diese Tests keine weiteren 

Nachweise für das Vorhandensein von WSSV ergeben. 

 

Tabelle 1.A: Programm für Mitgliedstaaten, Zonen und Kompartimente während des zweijährigen Kon

trollzeitraums vor der Erlangung des Status „frei von einer Infektion mit WSSV“ 

Jahr der Überwachung Zahl der Gesundheitsbesuche pro Jahr in jedem 
Betrieb oder jeder Gruppe von Betrieben 

Zahl der Laboruntersu
chungen pro Jahr 

Zahl der Krebstiere in 
der Probe 

1. Jahr 1 1 150 

2. Jahr 1 1 150 

 

Tabelle 1.B: Programm für Mitgliedstaaten, Zonen oder Kompartimente zur Aufrechterhaltung des Status 

„frei von einer Infektion mit WSSV“ 

Risikoniveau 1 Zahl der Gesundheitsbesuche in jedem Be
trieb/jeder Gruppe von Betrieben 

Zahl der Laboruntersuchungen Zahl der Krebstiere in 
der Probe 

hoch einmal jährlich eine alle zwei Jahre 150 

mittel eine alle zwei Jahre eine alle zwei Jahre 150 

gering eine alle zwei Jahre eine alle vier Jahre 150 
 

1Risikoniveau, das dem Betrieb von der zuständigen Behörde wie in Teil I Kapitel 2 Absatz 1 angegeben, zugewiesen wird, außer im 
Fall abhängiger Kompartimente, wo alle Betriebe als Betriebe mit hohem Risiko angesehen werden. 
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3. Untersuchungsgang 

Die hier beschriebenen Methoden und Verfahren orientieren sich am "Diagnostic Manual for Aquatic Animal 

Diseases" die auch vom EURL für Fisch- und Krebstierkrankheiten empfohlen werden. Es dürfen alternative 

Ansätze angewendet werden, bei denen gleichwertige Bedingungen oder Kits zum Einsatz kommen, die von 

unterschiedlichen Herstellern produziert werden, aber eine gleichwertige Empfindlichkeit und Spezifität 

wie die in diesem Teil beschriebenen Methoden aufweisen.  

Beim Nachweis von WSSV anhand von Gewebeproben sind folgende Schritte erforderlich: Homogenisierung 

des Gewebes, Extraktion der DNA, spezifische Amplifikation der WSSV-DNA mittels PCR, Visualisierung des 

amplifizierten Produkts auf einem Gel, Reinigung der DNA und Sequenzierung zur Bestätigung der Identität 

des Erregers. 

3.1 DNA-Extraktion  

Im folgenden Kapitel wird die Extraktion mittels QIAamp DNA Mini-Kit (QIAGEN) beschrieben. Es können auch 

andere erprobte Extraktionsverfahren verwendet werden.  

 

- 10 - 25 mg (ggf. Pleopoden) in ein 2 ml Eppendorfröhrchen geben 

- eine Stahlkugel hinzugeben und mit 80 µl PBS auffüllen 

- Probe in TissueLyser geben und bei 30 Hz für 2 min schütteln lassen 

- 100 µl ATL-Puffer und 20 µl Proteinase K zusetzen, auf Thermoblock geben und bei 56 °C unter 

Schütteln (300 upm) inkubieren, bis Probe komplett lysiert ist (1 - 3 h) 

- Stahlkugel jetzt aus dem Eppendorfröhrchen entnehmen und für mindestens 1 h in 2 % Grotanatlö

sung dekontaminieren 

- Zugabe von 4 µl RNAse A (100 mg/ml, Qiagen) vortexen 

- Inkubation bei Raumtemperatur für 2 min  

- Zugabe von 200 µl Lysispuffer AL, vortexen  

- Inkubation bei 70 °C für 10 min  

- Präzipitation der DNA durch Zugabe von 200 µl 99,8 % Ethanol  

- Vortexen und Überführung des gesamten Reaktionsansatzes auf QIAamp Spin Column 

- Zentrifugation bei 6.000 x g für 1 min  

- Zugabe von 500 µl Waschpuffer AW1 und Zentrifugation bei 6.000 x g für 1 min  

- Zugabe von 500 µl Waschpuffer AW2 und Zentrifugation bei Höchstumdrehungszahl für 3 min 

- Zugabe von 60 µl Elutionspuffer AE, Inkubation bei Raumtemperatur für 1 min 

- Elution der DNA durch Zentrifugation bei 6.000 x g für 1 min  

- Lagerung der DNA bei -20 °C 

Hinweis: Um die Kontaminationsgefahr zu minimieren, ist zur Vermeidung eventuell im Gefäßdeckel ver

bliebener Tropfen vor jedem Öffnen des Reaktionsgefäßes ein kurzer Zentrifugationsschritt einzuhalten. 

Von den gelieferten Proben (ggf. Pleopoden) 10 - 25 mg in einem 2 ml Eppendorfröhrchen abwiegen. 
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Zum Lysieren eine Stahlkugel in das Eppendorfröhrchen geben und mit 80 µl PBS auffüllen, die Proben in 

den TissueLyser II geben und tarieren, bei 30 Hz für 2 min schütteln lassen und nach dem Homogenisieren 

100 µl ATL-Puffer hinzugeben. 

 

Der Probe 20 µl Proteinase K zusetzen, auf Thermoblock geben und bei 56 °C unter Schütteln (300 upm) 

inkubieren lassen, bis die Probe komplett lysiert ist (1 - 3 h). 

 

Nach dem Lysisschritt die Proben entnehmen und Schüttler auf 70 °C einstellen. Die Stahlkugel jetzt aus 

dem Eppendorfröhrchen entnehmen und für mindestens 1 h in 2 % Grotanatlösung desinfizieren. 

Lysierte Probe kurz anzentrifugieren, 200 µl AL-Puffer zur Probe geben, 15 s vortexen, 10 min bei 70 °C 

inkubieren lassen, danach gut durchmischen und wieder kurz anzentrifugieren. 

 

Zur Probe 200 µl Ethanol (mind. 96 %) pipettieren, wieder 15 s vortexen und kurz anzentrifugieren. 

Sammelröhrchen (2 ml) und Säule vorbereiten, Probe auf die Säule geben und 1 min bei ca. 6.000 g zentri

fugieren. 

 

Sammelröhrchen verwerfen und Säule auf ein neues Sammelröchen setzen, 500 µl AW 1-Puffer auf Säule 

pipettieren und 1 min bei 6.000 g zentrifugieren. Sammelröhrchen wechseln, 500 µl AW 2-Puffer auf die 

Säule geben und 3 min bei ca. 20.000 g zentrifugieren. 

 

Säule auf ein neues Eppendorfröhrchen (1,5 ml) geben, 200 µl AE-Puffer oder DEPC-Wasser auf die Säule 

geben, 1 min bei Raumtemperatur (RT) inkubieren lassen und anschließend 1 min bei ca. 6.000 g zentrifu

gieren.  

 

Durchfluss nicht verwerfen und die gleichen 200 µl noch einmal auf die Säule geben und 1 min bei ca.  

6.000 g zentrifugieren. 

 

DNA-Messung erfolgt mittels Nanodrop (oder alternativ). Dazu wird eine 1 : 200 Verdünnung (z. B. 2,5 µl 

RNA in 500 µl DEPC-Wasser) angesetzt, um bei 260 nm und 280 nm (UV-Spektrophotometer) die Menge und 

Qualität der DNA zu prüfen.  

 

3.2 Labordiagnostischer Nachweis mittels PCR und Sequenzierung 

Zum Nachweis viraler DNA aus Gewebeproben von Krebstieren (vorzugsweise Pleopoden) wird zunächst eine 

erste PCR durchgeführt, an die sich bei negativem Ergebnis eine nested PCR anschließt. Bei Letzterer wird 

als Template das Produkt aus der ersten PCR verwendet sowie Primer, die innerhalb der Primer der ersten 

PCR liegen.  
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Die Sensitivität beider PCR-Schritte beträgt ca. 20 Kopien eines Plasmid-Templates. 

3.2.1 Geräte und Reagenzien 

 

Chemikalien  

▪ Agarose (z. B. von Invitrogen) 

▪ Ethidiumbromid (oder alternativer Fluoreszenzfarbstoff) 

▪ 1x TBE (wahlweise auch 1x TAE-Puffer) 

▪ Reinstwasser 

▪ 1 kb Marker (z. B. von Promega) 

▪ Blue/Orange 6x Loading Dye (z. B. von Promega) 

▪ Desinfektionsmittel 

▪ Mittel zur Dekontamination 

 

Gebrauchsgegenstände 

▪ Einkanalpipetten mit gestopften Pipettenspitzen 

▪ Handschuhe 

▪ Reaktionsgefäße 

▪ Stative 

▪ Eis oder Kühlbehälter 

▪ Messzylinder, Erlenmeyerkolben o. ä. 

 

Geräte 

▪ UV Workstation 

▪ Thermocycler 

▪ Kühlschrank/Gefrierschrank 

▪ Gelelektrophoresekammer 

▪ Stromversorgungsgerät 

▪ Mikrowelle 

▪ Waage 

 

PCR Kit  

▪ QIAGEN OneStep RT-PCR Kit Cat.No. 210212 
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Primer 

Primer für erste PCR (GenBank AF332093.2) 

Name  Richtung Sequenz     Produktgröße Position 

WSSV 146 F1 fwd  5'-ACT ACT AAC TTC AGC CTA TCT AG-3' 1447 bp  224261 

WSSV 146 R1 rev  5'-TAA TGC GGG TGT AAT GTT CTT ACG A-3'   225707 

 

Primer für nested PCR (GenBank AF332093.2) 

Name  Richtung Sequenz     Produktgröße Position 

WSSV 146 F2 fwd  5'-GTA ACT GCC CCT TCC ATC TCC A-3'  941 bp  224513 

WSSV 146 R2 rev  5'-TAC GGC AGC TGC ACC TTG T-3'    225453 

 

DNA 

Die DNA-Aufbereitung erfolgt unter Verwendung des QIAamp DNA Mini Kits.  

 

Kontrollen 

positive Kontroll-DNA, isoliert von erkrankten Krebstieren aus dem EURL 

negative Kontroll-DNA, isoliert von SPF-Krebstieren 

No-Template-Kontrolle (Wasser)  
 

3.2.2 Durchführung der PCR unter Verwendung des OneStep RT-PCR Kits (QIAGEN) 

 

Erste PCR  

Erste PCR - Ansatz 

 

Rnase/Dnase freies Wasser  variabel, z. B.  13,0 µl 

5x RT-Puffer         5,0 µl 

dNTP          1,0 µl 

Primer fwd 10 pmol/µl 146 F1      1,5 µl 

Primer rev 10 pmol/µl 146 R1      1,5 µl 

Enzymmix         1,0 µl 

Rnasin          1,0 µl 

 

D N A     variabel, z. B.    1,0 µl   

Endvolumen       25,0 µl 

 

Die eingesetzte DNA-Menge ist variabel, wobei das Endvolumen von 25 µl mit der variablen Wassermenge 

erreicht wird. 
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Die Reagenzien werden entsprechend der Zahl der Ansätze gekühlt als Mastermix angesetzt und aliquotiert. 

Die DNA-Templates werden anschließend separat zu der aliquotierten Mastermixmenge zugegeben.  

Das Mitführen einer positiven und negativen Kontrolle ist erforderlich. 

Erste PCR - Cyclerbedingungen  

Deckelheizung 105 °C Vorlauf ein 

1. 95 °C   15 min 

2. 94 °C     1 min 

3. 55 °C     1 min 

4. 72 °C     2 min Schritt 2 bis 4 40 Zyklen 

5. 72 °C     5 min 

6.  4 °C     variabel 

 

Zweite PCR = nested PCR 

Nested PCR - Ansatz 

Rnase/Dnase freies Wasser  variabel, z. B.  13,0 µl 

5xRT-Puffer         5,0 µl 

dNTP          1,0 µl 

Primer fwd 10 pmol/µl 146 F2      1,5 µl 

Primer rev 10 pmol/µl 146 R2      1,5 µl 

Enzymmix         1,0 µl 

Rnasin          1,0 µl 

 

PCR Produkt aus 1. PCR   variabel, z. B.    1,0 µl   

Endvolumen       25,0 µl 

Für die nested PCR wird z. B. 1 µl des PCR-Produkts aus der 1. PCR eingesetzt, wobei die eingesetzte Menge 

variabel ist, so dass das Endvolumen von 25 µl ebenfalls wieder durch die variable Wassermenge erreicht 

wird. 

Nested PCR – Cyclerbedingungen 

Deckelheizung 105 °C Vorlauf ein 

1. 95 °C   15 min 

2. 94 °C     1 min 

3. 55 °C     1 min 

4. 72 °C     2 min Schritt 2 bis 4 40 Zyklen 

5. 72 °C     5 min 

6. 4 °C     variabel 
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Auswertung 

Zur Beurteilung der Ergebnisse wird ein 1%iges Agarosegel mit 1x TBE- oder TAE-Puffer hergestellt. Bei der 

Zugabe von Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,01 % werden Handschuhe getragen.  

2 µl Probenpuffer werden mit 10 µl PCR-Produkt gemischt. 

 

Davon werden 10 µl in die entsprechenden Geltaschen pipettiert.  

Als Marker wird ein 1 kb Marker, z. B. der Firma Promega, mitgeführt.  

Die Elektrophorese läuft bei 100 V, 400 mA, 60 min (variabel). 

 

Die PCR Produkte werden unter Verwendung eines Transilluminators detektiert und beurteilt.  

Ein positives Ergebnis liegt vor, wenn in der ersten PCR ein 1447 bp langes Fragment bzw. in der nested PCR 

ein 941 bp großes Fragment amplifiziert wurde und die positive Kontrolle ein jeweils entsprechendes Ergeb

nis aufweist. In der negativen Kontrolle darf kein Produkt amplifiziert worden sein. 

3.2.3 Sequenzierung von PCR-Produkten  

 

Zur Vorbereitung der Sequenzier-PCR muss das PCR-Produkt aus der diagnostischen PCR aufgereinigt wer

den. Dabei werden Verunreinigungen, insbesondere Enzyme, freie Nukleotide, Salze sowie Gelbestandteile 

entfernt, die bei der nachfolgenden Sequenzier-PCR stören könnten. 

 

Die Extraktion der DNA kann beispielsweise mittels NucleoSpin Extract II Kit (Macherey&Nagel) unter Ver

wendung des Originalprotokolls in der jeweils aktuellen Version erfolgen.  

Die aufgereinigte DNA kann nachfolgend in der Sequenzier-PCR verwendet werden. 

 

Ansatz der Sequenzierreaktion (10 µl Ansatz) 

Wasser       5 µl (variabel) 

Big Dye Ready reaction mix (Enzym)  0,5 µl (PCR Produkt<500 bp) bzw.1 µl (PCR Produkt>500 bp) 

5 x sequencing buffer    2,5 µl 

Primer fwd oder rev (1,6 pmol/µl)  1 µl 

Template-DNA (ca.130 ng/1 kb)  1 µL (max. 6 µl) 

 

Primer 

WSSV 146F1 / 146R1 bzw. 

WSSV  146F2 / 146R2 Annealing-Temperatur 60 °C 
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Cycler-Reaktionsbedingungen 

1.   1 min  96 °C 

2. 10 sec  96 °C 

3.   5 sec  50 °C    

4.   4 min  60 °C gehe zu 2 25 Zyklen 

Hold   ca. 8 °C 

Reinigung der zu sequenzierenden PCR-Produkte 

Ethanol-Fällung  

 

PCR-Produkt aus Sequenzierreaktion in gekühlter Zentrifuge kurz anzentrifugieren 

 

10 µl  PCR Produkt aus der Sequenzier-PCR 

  2,5 µl  125 mM EDTA 

30 µl  mind. 96%iges Ethanol 

▪ alles mehrfach mit Pipette mischen, in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß geben und für 15 min bei Raum

temperatur inkubieren 

▪ 15 min zentrifugieren, maximale Geschwindigkeit (ca. 20.000 g), ca. 4 °C (längeres Zentrifugieren 

möglich) 

▪ sofort etwa 40 µl Überstand mit Pipette entfernen und verwerfen 

▪ 60 µl 70%iges Ethanol dazugeben, kein Mischen erforderlich 

▪ 10 min zentrifugieren, ca. 4 °C, max. Geschwindigkeit (ca. 20.000 g) 

▪ sofort etwa 70 µl Überstand abnehmen und verwerfen 

▪ Deckel des Eppendorfröhrchens öffnen, für 10 min bei 60 °C in den Thermoblock stellen (mit Alufolie 

abdecken) 

▪ wenn Inhalt des Eppendorfröhrchens getrocknet ist, 20 µl Formamid dazugeben (nicht schütteln) und 

für 5 min auf Eis stellen 

 

Alternativ zur Ethanolfällung kann das Kit von Macherey&Nagel „Nucleo SEQ Columns“ nach Vorschrift des 

Herstellers verwendet werden. Nach Elution werden 10 µl des Durchflusses mit 10 µl Formamid gemischt. 

Aufgereinigte Sequenzieransätze werden dem Sequenzierlabor übergeben. Die aus dem Sequenzierlabor er

haltenen Sequenzen werden mit den in Datenbanken (z. B. NCBI) vorhandenen Sequenzen verglichen (z. B. 

unter Verwendung des Programmes Geneious der Firma Biomatters Ltd.). 
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Klinisches Bild 

Es sind alle Entwicklungsstadien (häufiger postlarval bis adult) von Zehnfußkrebsen (Dekapoden) wie z. B. 

Flusskrebsen, Hummern, Langusten, Krabben und insbesondere Shrimps empfänglich (Mortalität stark vari

ierend). Ausbrüche sind charakterisiert durch weiße Punkte in der Kutikula, Pigmentationsverlust, blassrosa 

bis rötliche Körperoberfläche, Inappetenz, Lethargie und Konzentration der Tiere an der Oberfläche und 

den Rändern der Teiche. 

 

Ausbrüche einer Infektion mit WSSV werden durch Stressoren (Salinitätswechsel) und Wassertemperaturen 

unter 30 °C begünstigt. Der Verlauf ist akut bis chronisch, persistierende Infektionen sind möglich (lebens

lange Carrier). Das Virus befällt besonders das kutikuläre und subkutikuläre Gewebe. 

Labordiagnostischer Nachweis 

▪ nested PCR, anschließend Sequenzierung des Amplikons mit Datenbankabgleich 

▪ Bekräftigung der Diagnose durch: 

▪ Histologie (Nekrosen, Einschlusskörper)  

▪ Transmissionselektronenmikroskopie (Nachweis von Viruspartikeln)  

Voraussetzung für den Verdacht 

Wenn das Ergebnis der klinischen und pathologisch-anatomischen Untersuchung oder der epidemiologischen 

Erhebungen den Ausbruch der Infektion mit WSSV befürchten lässt.  

Durch TSN zu übermittelnder Fall 

Voraussetzung für die Feststellung eines Falles: 

▪ positiver PCR-Befund inkl. Sequenzierung 

Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung) 

▪ Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 9. März 2016 zu Tier

seuchen und zur Änderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit („Tier

gesundheitsrecht“) 

▪ Delegierte Verordnung (EU) 2018/1629 der Kommission zur Änderung der Liste der Seuchen in An

hang II der Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates zu Tierseuchen 

und zur Änderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit („Tiergesund

heitsrecht“) 
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▪ Durchführungsverordnung (EU) 2018/1882 der Kommission vom 3. Dezember 2018 über die Anwen

dung bestimmter Bestimmungen zur Seuchenprävention und -bekämpfung auf Kategorien gelisteter 

Seuchen und zur Erstellung einer Liste von Arten und Artengruppen, die ein erhebliches Risiko für 

die Ausbreitung dieser gelisteten Seuchen darstellen 

▪ Durchführungsverordnung (EU) 2019/1715 vom 30. September 2019 mit Vorschriften zur Funktions

weise des Informationsmanagementsystems für amtliche Kontrollen und seiner Systemkomponenten 

(„IMSOC-Verordnung“) 

▪ Delegierte Verordnung (EU) 2020/687 der Kommission vom 17. Dezember 2019 zur Ergänzung der 

Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften für 

die Prävention und Bekämpfung bestimmter gelisteter Seuchen 

▪ Delegierte Verordnung (EU) 2020/689 der Kommission vom 17. Dezember 2019 zur Ergänzung der 

Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften be

treffend Überwachung, Tilgungsprogramme und den Status „seuchenfrei“ für bestimmte gelistete 

und neu auftretende Seuchen 

▪ Durchführungsverordnung (EU) 2020/690 der Kommission vom 17. Dezember 2019 mit Durchfüh

rungsbestimmungen zur Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hin

sichtlich der gelisteten Seuchen, die Überwachungsprogrammen in der Union unterliegen, des geo

grafischen Geltungsbereichs solcher Programme und der gelisteten Seuchen, für die der Status „seu

chenfrei“ von Kompartimenten festgelegt werden kann 

▪ Durchführungsverordnung (EU) 2020/691 der Kommission vom 30. Januar 2020 zur Ergänzung der 

Verordnung (EU) 2016/429 des Europäischen Parlaments und des Rates hinsichtlich Vorschriften für 

Aquakulturbetriebe und Transportunternehmer, die Wassertiere befördern 

▪ OIE Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals in der jeweils neuesten Fassung 
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