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Summary 
Isolation in tissue culture of coronavirus from respiratory diseased calves in the FRG 

Coronavirus was isolated in HRT-IS tissue culture from nasal swabs of 4 from 15 calves showing 
respiratory symptoms. The strains showed cytopathic effects and could be identified as coronaviruses 
of bovine origin by their mouse erythrocyte agglutinating activity as well as serological specific 
hemagglutination inhibition and electron microscopical methods. This is the first report on the 
isolation of coronaviruses in tissue culture from the respiratory tract of calves in the FRG. 
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Einleitung 
Uber das Vorkommen von Coronaviren als Durchfallerreger beim Kalb liegen seit der 

ersten Beschreibung (12) zahlreiche Berichte aus der ganzen Welt vor (3,4,5,11). Daneben 
gibt es seit wenigen Jahren mehrere Hinweise uber eine atiologische Beteiligung bei 
respiratorischen Erkrankungen des Rindes (1, 14, 15, 16, 20, 22). Aufgrund bisheriger 
elektronenmikroskopischer (6) und serologischer Untersuchungen (8) ist eine solche Rolle 
von Coronaviren bei Atemwegsinfektionen auch fur die Bundesrepublik Deutschland 
anzunehmen. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir uber die Isolierung von Coronaviren aus 
Nasentupferproben atemwegskranker Kalber. 

* Stipendiat des Deutschen Akademischen Austauschdienstes, DAAD, und der Universidad Nacional, 
UNA, Heredia, Costa Rica. 
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Material und Methoden 
Das Probenmaterial umfadte 15 Nasentupfer von respiratorisch erkrankten Kalbern aus 8 

Herden im Alter von 10 Tagen bis 10 Monaten, die von der Medizinischen und Gerichtlichen 
Veterinarklinik der Justus-Liebig-Universitat GieRen in der Zeit von September bis Oktober 1988 zur 
virologischen Untersuchung eingesandt worden waren. 

Die Proben wurden in jeweils 3 ml Eagles Minimal Essential Medium (MEM) suspendiert, 
niedertourig geklart und der fiberstand auf konfluente 7 Tage alte Zellrasen der HRT-18-Zelliniez im 
Vierfachansatz verimpft (10, 21), wobei in 2 Ansatzen das Kulturmedium mit Trypsin (Fa. Difco, 
Detroit) in einer Konzentration von 5 &rnl (2) supplementiert wurde. Nach anschlieRender Bebrii- 
tung bei 37 "C wurden die Kulturen in regelmagigen Abstanden mikroskopisch kontrolliert und die 
Kulturiiberstande auf agglutinierende Eigenschaften gegenuber einer O,5%igen Mauseerythrozyten- 
suspension in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) im Mikrotitersystem gepriift. Elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen konzentrierter, infektioser Kulturiiberstande erfolgten im Zeiss 
EM 10 im Negativkontrastverfahren (9). 

Als Referenzstamme standen die bovinen Coronavirusstamme 800 und L-9' zur Verfugung. Eine 
Immunglobulin-Praparation (13) eines in der Maus hergestellten Antiserums (7) gegen den Starnm 800 
diente zur serologischen Charakterisierung der Isolate im Mikrohamagglutinationshemmungstest, 
wobei das Virus in Anwesenheit einer konstanten Antikorperverdunnung austitriert wurde. Eine 
Titerreduktion urn mindestens 2 Verdunnungsstufen galt als ausreichend zur Identifizierung. 

Ergebnisse und Diskussion 
Von den 15 untersuchten Nasentupferproben respiratorisch erkrankter Kalber lieBen 

sich in 4 Fallen Erreger isolieren, deren zytopathischer Effekt in den HRT-18-Zellkulturen 
den Beschreibungen anderer Autoren (2,21) uber Coronavirus induzierte Veranderungen 

Abb. 1. Coronaviruspartikeln (Pfeile) im kontentrierten Zellkulturuberstand 6 Tage nach Beimpfung 
mit einer Nasentupferprobe eines Kalbes. Negativkontrastiert mit 2 % Phosphorwolframsaure. 

MaRstab ieweils gleich 100 nrn 

Fur die freundliche Uberlassung der HRT-18-Zellkulturen danken wir Herrn Dr. VAUTHEROT, 
INRA, Paris. 
' Fur die freundliche Uberlassung der Virusstamme danken wir den Behring-Werken, Marburg, und 
Herrn Prof. Dr. J. STORZ, Baton Rouge (USA). 
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Tabelle 1. Anamnestische Angaben zu den untersuchten Kalbern 
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Tagebuch Herde Alter d. Klinische Symptome Virol. 
Nr. Kalber (Wo.) Befund 

V 4598/88 A 10 

V 4862/88 B 3 

V 4986/88 C 4 

V4987/88 D 16 

V4715/88 E 42 
V 4753188 F 3 

V 4813/88 G 1-5 

V 5065 bis H 4045 
V 5072/88 

Eitriger NasenausfluR Corona- 
Fieber bis 41 "C virus 
NasenausfluR, Corona- 
Diarrhoe virus 
Gerotete Nasenschleimhaut Corona - 
Fieber bis 41 "C virus 
Bronchopneumonie Corona- 

virus 

Eitriger NasenausfluB negativ 
Eitriger NasenausfluR negativ 
Fieber 40,5 "C, Husten 
Bronchopneumonie negativ 
Ent. cath. acuta 
Fieber, NasenausfluR negativ 

in dieser Zellinie entsprach. Aufgrund ihrer Mauseerythrozyten agglutinierenden Eigen- 
schaften, die sich durch ein coronavirusspezifisches (Stamm 800) Antiserum hemmen 
liegen, sowie ihrer charakteristischen Morphologie bei der elektronenmikroskopischen 
Untersuchung (Abb. 1) wurden die Isolate V4598/88, V4862/88, V4986/88 und V 4987/88 
als Coronaviren bovinen Ursprungs identifiziert. Weitere Virusisolierungsversuche in 
primaren fetalen Kalberlungenzellkulturen, insbesondere im Hinblick auf BVD-, IBR/ 
IPV- und PI-3-Virus verliefen in allen Fallen negativ. 

Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich wird, stammten die Coronavirusisolate von 4 zu 
verschiedenen Herden gehorenden Kalbern im Alter von 3 bis 16 Wochen mit deutlichen 
Anzeichen fur das Vorliegen einer respiratorischen, z. T. fieberhaften Erkrankung, wobei 
in einem Fall gleichzeitig auch eine Diarrhoe vorlag. Uber ahnliche Befunde bei coronavi- 
rusinfizierten Kalbern wurde auch von verschiedenen Autoren bereits berichtet (1, 14, 15, 
17, 18, 19,20). Bei 11 der anderen untersuchten Tiere, die zwar gleiche klinische Symptome 
aufwiesen, aber mit Ausnahme von 2 Kalbern 10 Monate alt waren, konnte Coronavirus 
nicht isoliert werden. Welche atiologische Bedeutung unseren Befunden demnach 
zukommt, bleibt in Anbetracht der plurikausalen Atiologie dieses Krankheitskomplexes 
beim Rind offen, obwohl eine ursachliche Mitbeteiligung boviner Coronaviren bei respira- 
torischen Krankheiten des Rindes unter Einbezug aller bisherigen Kenntnisse sehr wahr- 
scheinlich ist. 

Zusammenfassung 
Von 15 Nasentupferproben respiratorisch erkrankter Kalber, die virologisch in HRT-18- 

Zellkulturen untersucht wurden, konnten in 4 Fallen zytopathogene Erreger isoliert werden, die 
aufgrund ihrer Mauseerythrozyten agglutinierenden Eigenschaften sowie serologischer (Hamaggluti- 
nationshemmungstest) und elektronenmikroskopischer Untersuchungen als Coronaviren identifiziert 
wurden. Dies ist der erste Bericht iiber die Isolierung von Coronaviren aus dem Respirationstrakt von 
Rindern in der Bundesrepublik Deutschland. 
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