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Enhanced Veterinary 
Diagnostics and Antimicrobial 

Stewardship

J. Dustin Loy DVM PhD DACVM

jdloy@unl.edu

Professor and Director‐ NVDC

Nebraska Veterinary 
Diagnostic Center

• Full service Veterinary 
Diagnostic Laboratory

• AAVLD Accredited
• USDA NAHLN Tier 1 
Laboratory

• FAD Testing and Surveillance

• FDA CVM Vet‐LIRN
• CLIA‐ SARS‐CoV‐2
• Pathology, Virology, 
Bacteriology, Histology, 
Parasitology, and Molecular 
Diagnostics

Bovine Respiratory Disease (BRD)

• 6.1 Million+ Cattle in Nebraska worth 
$7.2 billion

• Most costly disease of beef cattle in 
North America‐ >$1 Billion USD/year

• Caused by gram negative bacteria in
Pasteurellaceae family (Mannheimia, 
Pasteurella), Haemophilus (Histophilus 
somni), and Mycoplasmataceae
(Mycoplasma)

• One of the most frequent causes of AM 
use in cattle
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BRD pathogens provide unique 
diagnostic challenges

+/‐ Virulence Factors
Genome 
Transcriptome 
Immune Pressure
Host 
Environment

Pathogen(s) Commensal(s)

https://www.progressivedairy.com/topics/herd‐health/how‐to‐
solve‐the‐lack‐of‐medications‐labeled‐for‐cow‐pain‐relief

https://www.dreamstime.com/illustration‐cartoon‐
happy‐cow‐isolated‐white‐background‐cartoon‐happy‐

cow‐isolated‐white‐background‐image100139176

Tools: Real Time PCR with “TaqMan” 
Probe

• Cleavage of 
fluorophore from 
quencher generates 
fluorescent signal

• Multiple fluorophores 
can be combined to 
“multiplex” the 
reaction

• Can test for all 
common BRD 
pathogens at once

BRD Diagnostics

Conventional Method‐ Culture
“Gold Standard” 
Requires medias, technical expertise, and high quality samples collected 
at the ideal time
2‐3 days for analysis/results
Supplemented by Proteomics
Qualitative/Semi Quantitative (Pos/Neg)
Isolates subjected to Antimicrobial Susceptibility Testing (AST)

Molecular Detection (PCR, Sequencing)
Requires equipment and techniques most labs have
Rapid‐ 2‐4 hours
Quantitative

Ct or Cycle threshold is directly related to amount of pathogen in 
sample

No isolate for AST testing

http://www.imas.utas.edu.au/news/n
ews ‐items/antarctic‐bacteria‐could‐
hold‐secret‐to‐finding‐life‐on‐mars
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Molecular (PCR) vs Culture

Sensitivity and Specificity were equivalent
Can detect 1 CFU of organism
5 fold improvement for co‐detections
4 hours vs 2 days

What about susceptibility testing?

Antimicrobial Resistance in BRD

Multiple drug resistance (MDR) Common in BRD 
pathogens

>90% resistance in some studies (Anholt 2017)
Transported on ICE elements 

Integrative and conjugative elements
Allows for movement of multiple resistance genes 
between bacteria in a single exchange
In vitro can exchange Mannheimia to Histophilus to 
Pasteurella (Klima 2014)
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Susceptibility testing for BRD pathogens

Gold Standard: Minimum inhibitory concentration (broth microdilution)
Requires isolation of pathogen in pure culture

Overnight incubation in panels
Rapid molecular workflows available for BRD pathogens for tissues 
and swabs

Increased detection of pathogens (Loy 2018)
Isolate not available for downstream MIC testing

Compared 297 lungs and 111 ns using culture and sensitivity vs real 
time PCR for presence of AMR

PCR can be used to detect 
AST

AMR PCR, when performed with lungs containing resistant M. haemolytica were 78% 
sensitive and 95% specific and had a positive predictive value of 92% when compared 
with gold standard MIC sensitivity testing

Additional Tools: MALDI‐TOF 

© 2001 G. Meixner
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MALDI‐TOF: Can tell us if bacteria is more 
likely AMR

• Example: M. haemolytica

• Serotypes associated with virulence

• Genome SNP analysis by Clawson et al 

• 1133 North American Isolates

• 2 major genotypes

• Type 1 – Associated with nasopharynx 
in non‐BRD

• Type 2‐ Associated with lungs and BRD
• Type 2b only found with AMR

• MALDI‐TOF analysis can tell if a 
culture has Type 2 (potentially AMR) 
in a matter of minutes

Genomic signatures of Mannheimia  haemolytica  that associate with the lungs of cattle with respiratory 
disease, an integrative conjugative element, and antibiotic resistance genes. BMC Genomics 17:982

NVDC Workflow for Rapid and Enhanced Diagnosis of Bovine 
Respiratory Pathogens and AMR detection

Submission of samples 
from outbreak of BRD

Next day identification of 
resistance to 
Tetracyclines or 
Macrolides detected, can 
reconsider drug selection 
if Ct values are low 
enough.

Fast Real‐Time PCR 
for identification   
and quantification of 
pathogens and AMR 
in specimen (4 
hours)

Set culture for 
BRD pathogens (1 
or 2 days)

Proteomics 
MALDI-TOF 
MS (30 min)

Type 2 M. 
haemolytic
a

Type 1 M. 
haemolytica-
Report

MIC (1 day) 
Susceptibility

Rapid extraction of RNA and DNA 
from samples

Results immediately posted 
in VetView for electronic 
review by Veterinarian
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BRD Bacterial Pathogens by RealTime PCR 

H. somni M. hemo M. bovis P. mult Total
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