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RESPIRACNI ONEMOCNENI| SKOTU :

AL

,RESPIRACNI SYNDROM®
KOMPLEXNi ONEMOCNENI s MULTIFAKTORIALNI ETIOLOGII

ZOOHYGIENA
MANAGEMENT
TRANSPORT

ODSTAV
KRMENI

STRES

PROSTREDI

IMUNITA ZVIRETE
IMUNOKOMPETENCE
ZDRAVOTNI STAV
VAKCINACE

VEK: FUNKCNIi ZRALOST
DYCHACICH CEST A
TERMOREGULACE



PRUBEH RESPIRACNIHO SYNDROMU

1. STUPEN FAKTORY PROSTREDI, STRES a IMUNITA

2. STUPEN PRIMARNI PATOGENY: VIRY
BRSV, PI3, adenovirus, BHV1, BVD atd.

3. STUPEN SEKUNDARNi PATOGENY:
BAKTERIE A MYKOPLAZMATA
Mannheimia haemolytica
4. STUPEN l ‘ ‘

P. multocida H. somni M. bovis




Respiracni syndrom skotu / Bovine respiratory disease (BRD) K]
Enzooticka pneumonie / Respiracni onemocneni skotu (ROS) 4 7i

DULEZITA FAKTA:

- nejéastéji postizena TELATA ve véku 2-6 MESICU
== vice nez 2/3 postizenych je mladsi 3 mésicu

= ALE napf. BRSV i u starSich zvirat

oo vétSinou sezoénni vyskyt (podzim, zima)
- ve vétsiné pripadti SMISENA INFEKCE dvou a vice agens

< séroveé protilatky (MDA Ci postvakcinacni) nezarucuji 100% ochranu -
difunduji na sliznice plic v nizkych titrech, ve vétSi mife az pfi zanétu v

exudatu

co vyuziva se uc€inné intranasalni vakcinace




NEJVYZNAMNEJS| MIKROORGANISMY - .

v etiologii respiracnich nakaz skotu
VIRY

= bovinni respiratorni a syncytialni virus (BRSV)

== virus parainfluenzy typu 3 (PI-3)

== virus bovinni virové diarrhoey (BVD-MD)

INYYINIY

== bovinni herpesvirus typu 1 (BHV-1 / IBR)
= bovinni koronavirus (BoCoV)
= bovinni adenovirus

== influenza D, reovirus, rhinovirus, parvovirus

BAKTERIE

- Mannheimia haemolytica

= Pasteurella multocida

o< Histophilus somni

< Mycoplasma bovis, Mycoplasma dispar

== Klebsiella pneumoniae, Trueperella pyogenes, Morganella morganii, Streptococcus spp. atd.°




Laboratorni diagnostika AL
patogenu ROS

- stale velmi zadana.. P
HLAVNI MOTIVACE:

== spravna volba prevence a vakcinace

= odlvodnéné a spravné pouziti ATB - testovani citlivosti k
antimikrobialnim latkam = predpoklad pro spravné pouziti ATB pfi
terapii
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VZORKY VHODNE PRO -
DIAGNOSTIKU
respiracnich onemocneni skotu

- KREV /| SERUM

N
-
@l

< HLUBOKY NOSNIi VYTER (nasopharyngealni vytér)

- TRANSTRACHEALNI ASPIRAT (TTA) | TEORIE: nejvhodnéjsi vzorky

bez kontaminace z hornich cest

. ., - dychacich
o TRANSTRACHEALNI VYPLASEK (TTW) L | BRAxE: KVALITA VZORK(?

., . DUVOD VYSETRENI?
- BRONCHOALVEOLARNI LAVAZ (BAL) TERAPIE? y

—

faze onemocnéni (bez primarnich
patogentl) a ¢asto po ATB

. . , e , )
-« SEKCNI MATERIAL (plice, trachea apod.)ﬁvefs’”Ou nevhodny vzorek z pozdni

J

e STER Z OROPHARYNGU, SPUTUM apod.




Hluboky nosni vyter .
Transtrachealni aspirat (TTA/ TTW) gvi
Bronchoalveolami lavaz (nBAL / BAL) LISi SE V-

© misté vzorkovani

« reprezentace dolnich cest
dychacich

« potrebny material
(jednorazovy Ci sterilizovatelny)

o yzorkovany povrch
(0,5-10 cm?)

0 cena procedury
o trvani procedury

< riziko kontaminace z nosu
nebo z HCD

« glozitost techniky

© B. Pardoen &.S. Buczinski, Vet Clin 4 , P L. .
Anim 36 (2020) ’ 4 ] « mozné komplikace

ruzné vyhody a nevyhody — konsensus na nejlepsi volbé neni e




Transtrachealni aspirat (TTA/ TTW) _ _=

p D
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S nasavanim vzorku zacnéte bezprostrednée
po aplikaci fyziologického roztoku

© lowa State University

hﬁps://wwryeu%ubefeem#eﬁMsd—ﬁafmarske—forumC/z
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Obecné je idealni odbér zvirat v prvnich dnech onemocnéni, ktera
nebyla predtim léCena ATB a nevykazuji zavazneé respiracni pfiznaky.




PRUBEH RESPIRACNIHO ONEMOCNENI . .

vs. odbér vzorku pro diagnostiku QVi

idealni ¢as na odbér vzorku

ideélvni Cas . pro prvni sérologicky vzorek pro parové vysetreni
na odbér vzorku \
pro prukaz viru ' BAKTERIE \
{ A
VIRUS

* IgG1 1gG2
\Y 4
IgM a IgA ]{ \‘r/

pes

| | | | |
5 den 10 den 15 den 20 den 30 den

SUBKLINICKY PRUBEH KLINICKY PRUBEH @



PRUBEH RESPIRACNIHO ONEMOCNENI . .

vs. odbér vzorkl pro diagnostiku Ad

druhy vzestup teploty, hnisavy vytok,

chovatelem vétsSinou , wewr tye s :
vyraznéjsi kI|n|kal= chovatel zasahuje

nepovsimnuto
(vodnaty vytok o€i a z nosu, prvni kratky [ |

narust teploty (12-24 hod.) BAKTE Rl E
A

VIRUS

I9G1 IgG2

i Y’ )

[ MEDIKACE ATB

| | | | |
5 den 10 den 15 den 20 den 30 den

SUBKLINICKY PRUBEH KLINICKY PRUBEH




OBEQNE ZASADY
ODBERU VZORKU
pro virologicke vysetreni

v’ znalost patogeneze virovych onemocnéni

v  mnozstvi viru je nejvyssi v pocateénim stadiu choroby a v misté
patologickych zmén Ci na jejich periferii

v maximalni vyse titru viru koreluje s vrcholem horec¢ky a predchazi
vyskytu klinickych zmén

v’ rizné viry — rizné dlouha virémie, riizna tenacita (°C)
v vzorky z pozdniho stadia choroby - menSi pravdépodobnost zachytu viru
v dulezita je komunikace: konzultace s

laboratofi - ODBER, ODBEROVY MATERIAL,
TRANSPORT a UCHOVANI apod.




STATNI VETERINARNI USTAV JIHLAVA

DoporucCeny [EgE<: v
odber, oot

ulozeni a "

transport

vzorkU viz »
B

Biologicky material k vyletieni:
L. nosnl wytds
2 wyplaiek (aspirdt) dolnich cest dychacich (TTA, BAL)
3. sekind materidl
4. stér 7 oropharyngu
5. sputum
6. krev/sérum
7. krev pro hemokulturu
2 odbér vrorkd pro detekel Mycopl bovis a Mycopl sp.

STATNI VETERINARNI USTAV NHLAVA
Rantiiowkd 93, 556 0% Shivvn
P A0 AT AR U FAE 000 WA BAY 0D, Wb www svhlave 11, 1 mal virslosiedr e

https://www.msd-farmarske-
forum.cz/diagnosticky-pruvodce/

https://www.svujihlava.cz/doprava-a-prijem-vzorku/doporuceny-odber-vzorku




STRATEGIE VZORKOVANI %

v

L\

Navratnost vasi investice do
laboratorni analyzy zalezi na:

o0

o0

vybéru vhodnych zvirat k odbéru

na technickych dovednostech veterinare s odbérem vzorku
mnozstvi vzorku
moznosti smésovani vzorku

spravné interpretaci vysledku

rozhodnuti, u€inéné na zakladé testu jednotlivych zvirat,
ale aplikované na celou skupinu / stado



Analyza vysledku laboratorni
diagnostiky respiracnich
onemocneni skotu (2015 — 2019)

V letech 2015 - 2019 bylo v SVU Jihlava za ugelem diagnostiky ROS
vysetreno:

== 1317 vzorkU sérologickymi metodami

== 516 vzorku metodami molekularni biologie

== 844 vzorku bakteriologickymi metodami




Analyza vysledku laboratomi diagnostiky "ot
respiraénich onemocnéni skotu (2015-2019) %7 ®

Pocet vzorki

MALDI-TOF

l’l

(] | D
TR o

Les_a SEROLOGIE

1:2 000 000

Poget vzorkl pochéazejicich z jednotlivych okresu, vysetfovanych v SVU Jihlava
na pritomnost infekénich plivodcu ROS v letech 2015 az 2019. @




ZASTOUPENI VZORKU =
. . . Ve
pro diagnostiku resp. onemocneni skotu

SVU Jihlava 2015 - 2019

Pocet jednotlivych druhl vzorku odebrany pro bakteriologické a
molekularné-biologické (PCR) vysSetreni. @




LABORATORNI METODY
v diagnostice ROS

-« SEROLOGIE (prukaz protilatek)

<PCR

- MIKROBIALNI KULTIVACE A IZOLACE
< MALDI-TOF

> NGS (sekvenovani nové generace)

o= + dalSi méné Casté: ELISA Ag, izolace viru, FA apod.
ISi se v: . : "y .,
LiSi se moznosti vyuziti (co deteku;ji)
delka testu
cena

moznosti smesovani
vlastnosti (Se, Sp, kvantitativni, apod.)
ruzné vyhody a nevyhody




SEROLOG|E detekce specifickych protilatek 'V'

o< ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
+ veétSinou pouze kvalitativni jednoduchy vysledek = pozit. /negat.
* vysoce senzitivni a specificky a rychly diagnosticky test

+ detekujeme: BRSV, PI-3, BVD, IBR, BoCoV, Adenovirus,
Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis [

vyjimky — sérologicky

I prukaz bakterie

\ A 4

S

KVANTITATIVNiI TESTY = VYSLEDEK JE UDAVAN V TITRECH

o= |[PMA (imunoperoxidazovy test) — napi. BRSV

o= VNT (virus neutraliza€ni test) — napi. BHV1 (IBR)

> NPLA (neutraliza€ni imunoperoxidazovy test) - BVD
o= HIT (hemaglutinacné-inhibi€ni test) - nap¥. PI-3




SEROLOGIE:
VySetfeni ROS v SVU Jihlava 2015 - 2019

Relativni Getnost pritomnosti specifickych protilatek proti virovym plvodcum
ROS ve vzorcich krve detekovanych v SVU Jihlava v letech 20152019
sérologickymi metodami (celkem 1317 vzorku ).




SEROLOGIE e

= nepfimy prukaz

ey pe

= stanovujeme imunitni odpovéd’ na infekci - vzestup protilatek maze trvat tydny

= stanovujeme vétSinou pouze IgG odpoved’ (ALE nestanovujeme IgA, IgM,

bunécnou imunitu, sliznicni imunitu nebo nespecifické imunitni mechanismy)

= K interpretaci jsou vétSinou nutné parové vzorky (= 3 tydny)

= nerozliSuje materské protilatky (MDA) a postinfekéni protilatky
= nerozliSuje postvakcinaéni a postinfekcni protilatky (vyjimka IBR gE)
= vybér vzorkovanych zvirat je kritickym bodem

= nevhodné odebrané vzorky (nacasovani) = interpretace vysledku? e



VHODNE
VYUZITI
SEROLOGIE

e monitoring nakaz

== cileni vakcina¢nich programu
o ur€eni protektivnino statusu (ALE — protektivni titr?)
== k vyhodnoceni dynamiky infekce ve stadée

= ureni statusu stada po ozdravovani (IBR,BVD,...)




PAROVE VZORKY: '
sledovani dynamiky titru protilatek

BOVINNI RESPIRATORNI SYNCYTIALNI VIRUS ( BRSV) BOVINNI RESPIRATORNI SYNCYTIALNI VIRUS ( BRSV )
Priikaz protilatek proti BRSV testem IPMA Prikaz protilatek proti BRSV testem IPMA
IMUNOPEROXIDAZOVY TEST IMUNOPEROXIDAZOVY TEST
Titr protilatek Vz. &. Titr protilatek Vz. &
negativni (<1:20) 5 negativni (<1:20) 2
1:20 8 1:20
1:40 3,4,9,10 1:40
1:80 = 1:80
1:160 2,6 =160 2
1:320 7 1:320 9
1:640 1 1:640 4,5
1:1280 3 1:1280 3,6,7
> 1:2560 = > 1:2560 1,2,8,10
Nehodnotitelné = Nehodnotitelné -
Malo séra — Malo séra —
netestovano = netestovano -
Celkem 10 Celkem 10
testovano yvz. testovano yz.




PCR SCREENING puvodcu "Vi
- v v o

respiracnich onemocneni skotu

» 1 odbér/vzorek (TTA, BAL, plice, vytér nebo sputum) — 7 patogenu

» detekce genomu/NK = detekce zivych i nezivych mikroorganismu

» lze vyuzit i na poc¢atku medikace ATB
» T x Real time RT-PCR / PCR - ,baliCek” vySetreni

VIRY

cpovinni respiratorni a syncytialni virus (BRSV)

covirus parainfluenzy typu 3 (PI-3)
cpovinni koronavirus (BoCoV)
BAKTERIE

- Mannheimia haemolytica

- Pasteurella multocida
~Histophilus somni

< Mycoplasma bovis



gumm—

== velmi vysoka senzitivita
co nepotrebujeme zivé mikroorganismy

o mozné smésovani vzorkUl

== mozny kvantitativni vysledek (QPCR)
== |ze pouzit na detekci vSech virll i bakterii

== mozna sekvenace + detekce genu rezistence

|

== velmi vysoka senzitivita

= mozna detekce vakcinacniho kmene (MLV)

== hledame konkrétni patogen = faleSné negativni ?

== vySSi cena




PCR:
VWySetifeni ROS v SVU Jihlava 2015 - 2019

Relativni ¢etnost virovych a bakteridinich pavodcid ROS detekovanych |
molekulameé-biologickymi metodami (reaHime PCR, reaHime RT-PCR) v
letech 2015-2019 v SVU Jihlava ve vzorcich sekéniho materialu, TTAa BAL. S




METODY PRIMEHO PRUKAZU
BAKTERIALNICH PUVODCU ROS

%
< -
al.

KULTIVACE A IZOLACE




Rodova a druhova identifikace
mikroorganismu

\ w3 hmotnostni spektrometrii

. MALDI-TOF MS

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization

E b S analyzatorem doby letu
\ AR Time of Flight Mass Spectrometry
o i

rychla a presna identifikace izolovanych bakterii, plisni a kvasinek
podle jejich jedinecnych proteinovych profill




BAKTERIOLOGIE:
VWySetfeni ROS v SVU Jihlava 2015 - 2019

Relativni Cetnost bakteridlnich plvodci ROS  detekovanych
bakteriologickymi metodami (kultivace, MALDI-TOF) v letech 2015-
2019 v SVU Jihlava.




BAKTERIOLOGIE . .

ontr 1 iCetnéjSi bakterialni koinfek
Vysetreni ROS a M. haermolytio  B. multosida
KOINFEKCE (42/844; 5 %)

Cetnost bakteridlnich ptivodcti ROS
a jeich  koinfekce  Zjisténa
bakteriologickymi metodami (izolace,
kultivace, MALDI-TOF) (n = 844)

100 «

82

Cetnost (ko)infekce

50

42 40

PM = P. multocida Ze] BV ®
MH = M. haemolytica o MH > I I
®

TP = T. pyogenes _—
HS = H. somni F— - I
KP = K. pneumoniae d i .

360 260 160 6

Cetnost dané nakazy



100 -
PCR  nejcetn&jsi bakterialni koinfekce H.
somni a P. multocida (38/516; 7,4 %)
Vyéet‘fem’ ROS a |7+ M. haemolytica a P multocida (29/516;
5,6 %)
KOI N FEKCE § * nejéetngjsi kombinace BCV a P.
.%1 multocida (18/516; 3,5 %)
g
3 O
Cetnost plvodci ROS a jejich
koinfekce ZjisSttna molekulamé-
biologickymi metodami  (realHime
PCR, reaHime RT-PCR) (n =516).
PM = P. multocida T ——
MH = M. haemolytica 170NN  MH
HS = H. somni 157 I HS
MB = M.bovis 155 I MB
%l sCv © ©
84l BRSV [
2@ P

400 300 200 100 O
Cetnost dané nékazy




BAKTERIOLOGIE vs. PCR:
VWsetfeni ROS v SVU Jihlava 2015-2019 %V

= Pozitivni PCR = Pozitivhi PCR + izolace/kultivace

Porovnani molekulameé-biologického (rea-ime PCR) a bakteriologického priikazu
(kultivace, izolace, MALDI-TOF) puvodcu ROS ve vySetfovanych vzorcich pochazejicich z
vybraného chovu (n =79).

Kvalita odb&ru BAL/TTA? Dlvod odbé&ru? Cas odbéru (klinicka faze)?




Wsetfeni ROS v SVU Jihlava 2015 - 2019 "
Porovnani zachytu z ruznych AL
typu vzorku

Porovnani ¢etnosti prukazu
Pasteurella multocida

v ruznych druzich odebranych
vzorkU a vysledku
bakteriologického a PCR
vysSetreni.

Bakteriologie

PCR




NGS (sekvenovani nové generace) %V ®

= umoznuje efektivni ,,cteni* velkého mnozstvi genetickych sekvenci
(usekt DNA) najednou

oo zpracovavany tisice az miliony sekvenci souéasné = obrovskeé
mnozstvi vystupnich dat

= metoda s velkym potencialem dalSiho rozvoje a sirokého uplatnéni u vsech
typU genetickych vySetreni (cilenych sekvenci/genu i celého genomu)

= v§echny mozné patogeny souc¢asné detekované a kvantifikované

= je mozna typizace kmenu i genu
rezistence

Limitujicimi faktory: cCasové a financni '
naklady, vzdélani (schopnosti spravné o rGaTacGaGTccGoReaS
interpretovat ~ vysledky), ALE to je ¢ < @@a7accTGORERISCE
prekonatelné = v nejblizSi dobé se NGS / 1GGay
WGS a metagenomika stanou béznou

metodou v klinickych laboratorich.



INTERPRETACE vysledku ‘v
laboratornich testu AL

K uré€eni priciny (kauzality) ROS vyzadujeme informace o:
e identiflkovaném patogenu (subtyp, rezistence, virulence apod.)

= miste dychaciho traktu, kde se odebral vzorek

co pouzitém diagnostickem testu

== Klinickém stavu zvirete (+ vék, MDA apod.)

oo zda vzorek pochazi z jedno zvire nebo je smésny

co 0 pouzité vakcinaci Ci ATB

+ je nutné pocitat s nedostatky a s mezerami ve vyzkumu a s absenci
univerzalni ,gold standard“ kombinace (vzorek + test + interpretace)

A » \ v
- 34 \ ill{




Zaverem K vysledkum

, P A -
analyzy ROS 2015 — 2019 SVU Jihlava ove

oo nejvysSi  zastoupeni ve vSech typech vzorkd - P. multocida
bakteriologickymi i PCR metodami (nasleduje M. haemolytica a M. bovis)

oo pfimy prukaz bakterialnich pavodct ROS relativné ¢asty (30-69 %)
o= nedochazi k ¢asté detekci vir metodou PCR (5-21 %)

o nejvyssSi Cetnost virovych patogenu byla detekovana PCR metodami v
sekCnim materialu (BCV — 15,9 %; BRSV- 21,5 %; PI-3 — 5,6 %) a v BAL

oo vysoké procento zvifat s pritomnosti protilatek proti viru BRSV, PI-3,
BAdV a BVD (63-97 %)




Zaverem k vysledkum .

analyzy ROS 2015 —2019 SVU Jihlava

= pravdépodobné v mnoha pripadech nevhodny odbér vzorki az po
aplikaci ATB = zkresleni vysledkl a komplikovana interpretace

= k odbéru parovych vzorkl krve dochazi ¢asto pozdé - v obou
odbérech jsou detekovany vysoke titry bez signifikantniho rozdilu

o< vybér vzorkovanych zvirat je kritickym bodem (pro sérologicke
vySetreni i pro pfimy prukaz)

= pocCet vzorkll musi byt reprezentativni a musi reflektovat pocet zvifat
ve stadé Ci hale a take odhad prevalence onemocnéni v chovu




Laboratorni diagnostika VR
patogenu ROS '

Pres ruzné moznosti vzorkovani a pfes pestrou nabidku
laboratornich testu je zde jeS§té€ mnoho vyzev:

« rychlost vyvoje nové laboratorni diagnostiky predcila schopnosti
|ékaru spravné interpretovat vysledky testu

« stale existuji pochybnosti o klinickém vyznamu nekterych
detekovanych oportunnich patogenu

« gtale jsou pochybnosti, jak interpretovat vysledky laboratornich
testl v zavislosti na tom, jaky vzorek byl testovan

« interpretace antibiogramu + individualni vs. ploSna medikace
(bez dikazu o nutnosti bude stale vice kritizovana)




/AVER AL
Spolehliva a v€asna laboratorni diagnostika
nezbytna pro spravnou volbu terapie, prevence a profylaxe.

Vysledek laboratorni diagnostiky

respiracnhich onemocneni skotu
je ovlivnén mnoha faktory:

oo spravnym odbérem vzorku

oo vhodné uskladnéni a transport vzorku

oo spravna volba testu

oo spravna interpretace laboratornich vysledku




Dékuji za pozornost

Statni veterinarni ustav Jihlava
State Veterinary Institute Jihlava
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