LIETUVOS SVEIKATOS MOKSLU UNIVERSITETAS

Inga Merkelyté

VYNUOGIU (VITIS VINIFERA)
EKSTRAKTO POVEIKIS MESINIY
KARVIU REPRODUKCIJAI
POSTPARTUM PERIODU

Daktaro disertacija
Zemés tkio mokslai,
gyviny mokslai (A 003)

Kaunas, 2026



Disertacija rengta 2021-2026 metais Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Veterinarijos akademijos Gyvulininkystés instituto Gyviiny veisimo ir repro-
dukcijos skyriuje.

Mokslinis vadovas

dr. Artiiras Siuks¢ius (Lietuvos sveikatos moksly universitetas, zemés tikio
mokslai, gyviiny mokslai — A 003).

Disertacija ginama Lietuvos sveikatos moksly universiteto Gyviiny
moksly krypties taryboje:

Pirmininké
prof. dr. Elena Bartkiené (Lietuvos sveikatos moksly universitetas, zemés
tikio mokslai, gyviny mokslai — A 003).

Nariai:

prof. dr. Vilma Vilien¢ (Lietuvos sveikatos moksly universitetas, zemes
tikio mokslai, gyviny mokslai — A 003);

dr. Saulius Bliznikas (Lietuvos sveikatos moksly universitetas, zemés tikio
mokslai, gyviiny mokslai — A 003);

dr. Antanas Sarkinas (Kauno technologijos universitetas, technologijos
mokslai, chemijos inzinerija — T005);

prof. dr. Liga Paura (Latvijos gyvybés moksly ir technologijy universitetas
(Latvija), zemés tikio mokslai, gyviiny mokslai — A 003).

Disertacija bus ginama vieSajame Gyviiny moksly krypties tarybos posédy-
je 2026 m. gruodzio 10 d. 11 val. Lietuvos sveikatos moksly universiteto
Gyvulininkystés instituto Posédziy sal¢je.

Disertacijos gynimo vietos adresas: R. Zebenkos g. 12, Baisogala, Radvilis-
kio raj., LT-82317.



LITHUANIAN UNIVERSITY OF HEALTH SCIENCES

Inga Merkelyté

EFFECT OF GRAPE (VITIS VINIFERA)
EXTRACT ON BEEF CATTLE
REPRODUCTION DURING THE
POSTPARTUM PERIOD

Doctoral Dissertation
Agricultural Sciences,
Animal Sciences (A 003)

Kaunas, 2026



Dissertation has been prepared at the Department of the Animal Breeding and
Reproduction of the Institute of Animal Science of the Veterinary Academy
of the Lithuanian University of Health Sciences over the period from 2021
to 2026.

Scientific Supervisor

Dr. Artiiras Siuki¢ius (Lithuanian University of Health Sciences, Agricul-
tural Sciences, Animal Sciences — A 003).

Dissertation is defended at the Animal Sciences Research Council of
Lithuanian University of Health Sciences:

Chairperson

Prof. Dr. Elena Bartkiené (Lithuanian University of Health Sciences, Agri-
cultural Sciences, Animal Sciences — A 003).

Members:

Prof. Dr. Vilma Vilien¢ (Lithuanian University of Health Sciences, Agri-
cultural Sciences, Animal Sciences — A 003);

Dr. Saulius Bliznikas (Lithuanian University of Health Sciences, Animal
Sciences — A 003);

Dr. Antanas Sarkinas (Kaunas University of Technology, Technological
Sciences, Chemical Engineering — T005);

Prof. Dr. Liga Paura (Latvia University of Life Sciences and Technologies,
Agricultural Sciences, Animal Sciences — A 003).

Dissertation will be defended in an open session of the Animal Sciences
Research Council of the Lithuanian University of Health Sciences at 11 a.m.
on the 10" of December, 2026 in the Conference Hall of the Institute of
Animal Science of the Lithuanian University of Health Sciences.

Address: R. Zebenkos Str. 12, Baisogala, Radviliskio distr. LT-82317,
Lithuania.



TURINYS

SANTRUMPOS ...ttt sttt sttt ettt ebeseene 7

TVADAS ettt bbbttt sttt ee 9

1. LITERATUROS APZVALGA .....oovtivimiriieriieseeieeseessssissesessessssesssseessssessesesssenos 13

1.1. Mésiniy galvijy reprodukcijos biologiné ir ekonoming reikSme...........c.cooceverennnee. 13

1.2. Gimdos mikrobiota po apSivVerSIaVimO.........c.ccueeverueervesieereeriereeeesreeeesseenesaeesesenes 15

1.3. Oksidacinis stresas ir jo reik§mé reprodukcijai........ceocereerenieniniieneienceerceeee 17

1.4. Vynuogiy polifenoliy antioksidacinis ir prieSuzdegiminis veikimas........................ 20
1.5. Vynuogiy (Vitis vinifera) biologiskai aktyvils junginiai ir

JU POVEIKIS GAIVIJAMIS .....o.vieeiiiieieciieie ettt e e st essaeseessenseens 22

1.6. Siuolaikinés reprodukcijos stebésenos technologijos mésinéje galvijininkystéje.....27

1.6.1. Rujos CiKIO fIZIOLOZIJa ....cvvevieiiiieiiciieieeeerceee ettt es 27

1.6.2. Moderniosios rujos nustatymo technologijos ..........ccccecverueerieniienenienienceeee 29

1.6.3. Pedometrai ir akselerometra.........cooeerueeeerireieneeiecieeie e 32

1.6.4. Infraraudonyjy spinduliy termografija reprodukcijos stebésenai..................... 34

1.7. Inovatyviy technologijy taikymo apribojimai ir gyviiny gerove........c..cocceceverenuennen 36

2. DARBO METODIKA... .ottt ettt sttt s 39

2.1, TYTIMO ODJEKLAS ..evvevieeiiiieiiictieieeteeie ettt et er e te s te e b e eeenseessesseesaesneenaesanes 41

2.2. Gimdos MIiKrobiotos [YTIMAL ......c.eeueeriirieniiiierieeie sttt 42

2.2.1. GIimdos MEZINTY PASINIMAS ......eveevreeieiienieeeeieeeeeeeeeeeeeseeeseesneesseeseesseeneenseens 43

2.2.2. Bakterijy (16S rRNR) ir gryby (ITS2) amplikony sekoskaita...........c..c.ccue.e. 43

2.3. Oksidacinio StreSo ZYMeNy tYTIMAL ......ceveeverueererreeiesseereneeeeesseessesseesesseessesseessesses 45

2.3.1. Glutationo peroksidazés (GPX) tyrimas.........ccceevvevuerieriereeneiienieeeesieeeeniens 45

2.3.2. Superoksido dismutazés (SOD) tyTimas.........cc.eevevverreerueieenieieesreeeesreesesneens 46

2.3.3. Malondialdehido (MDA) tyTimas .......ccceeeereeieneeieriee et 46

2.4, HOTMONY EYTIMAS. .. .eeueitieieeieeieeieeieetee ettt et et e nee et ese e et eneeseeeneesaeeneesseesesneeneesnean 47

2.5. Termografinis LYTIMAS .....cc.eoveruerrerieieieienierierie ettt sttt ettt et ebe e sbe e b e seennen 48

2.6. Didziojo prieskrandZio temperatliros stebEsena...........oecvevvvecierierveneeneneeree e 50

2.77. SPErmos MEZINIY LYTIMAL ...veeuvirererrerrierierieteetesseesesseesesseeseesseessesseessesseessesseessesses 50

2.8. Pirmosios rujos po apsiversiavimo NUStAtYMAS.........ccveeveerveereerreeeenreeeesreeeesseenenenns 52

2.9. VerSingumo rodiklio JVertinimas ...........cceceriererienieiesieeet et 52

2.10. Statistiné duomeny analizE............cccoeeririeiieieieeeeee e 52

3 TYRIMU REZULTATAL ..ottt 55

3.1. Gimdos mikrobiotos tyrimo reZultatal .........c.ccceeevereeciereeriieieeeiese e 55

3.1.1. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos bakteriné sudétis............ccecervververeennnne. 55

3.1.1.1. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos bakterijy tipy struktiiros analizé .58

3.1.2. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos grybiné sudetis ...........cceceevereenencennnnne. 64

3.1.2.1. Mésiniy karviy gimdos mikobiotos taksonominés sudéties analizé.....67

3.2. Oksidacinio streso Zymeny tyrimo reZultatai........c.ccoeecveveereeerirrenenenienenienenieneennes 72

3.2.1. GPx (glutationo peroksidazés) tyrimo rezultatai..........oceceeververenenerenenennens 72

3.2.2. Superoksido dismutazés (SOD) tyrimo rezultatai...........ccecveeeevrieeerreeeennenne. 72

3.2.3. Malondialdehido MDA tyrimo rezultatai.............cccoeeeevereecrieeenieeeereeeeenenes 73



3.3. Laikotarpio iki pirmosios rujos analize ............cecceeeevverierieeeenieeieneeneneeseeseeesaesenns 74

3.4. Vynuogiy ekstrakto papildo poveikis reprodukciniams rodikliams ..............c.c........ 75

3.5. VerSingumo rodiklio reZultatai..........c.occeevvieieiieiiiiieieceeeeeee e 76

3.6. Koreliacing analizZe€ ............cooueiuieiiiiiieiiiiee et s 76
4. REZULTATU APTARIMAS ...ttt sae s 78
ISVADOS ..ottt 89
REKOMENDACIJOS ..ottt ettt b e s st 91
SUMMARY ottt sttt st sttt ettt b e bt e bt bt bbbt e b e 92
LITERATUROS SARASAS ..ot 139
PUBLIKACIJU, KURIOSE BUVO PASKELBTI DISERTACIJOS TYRIMU
REZULTATAL SARASAS ..o 151
PUBLIKACIJU SARASAS NE DISERTACIJOS TEMATIKA........cooooovvienrrrnrnne. 152
DALYVAVIMAS MOKSLINESE KONFERENCIJOSE ......c.covveiivieeeeeeeeeeen, 154
CURRICULUM VITAE ..ottt s 155
PADEKA ..ottt 157



BHBA
CAT
COX-2
DNR
ELISA

FSH
GAE
GLM
GPx
GR
HO-1
ICAM-1
IRT
ITS
Keapl
LH
LMM
LPS
MDA
NADPH
NF-xB
Nrf2
PGR
PPAR—y
RDF
RFID
rmceorr
rRNR
SCR
SOD

SANTRUMPOS

f-hidroksibutiratas
katalazé

ciklooksigenazé—2
dezoksiribonukleino ragstis

imunofermentinis tyrimas (angl. Enzyme—Linked Immunosorbent
Assay)

folikulus stimuliuojantis hormonas

galio ruigsties ekvivalentas (angl. gallic acid equivalent)
bendrasis tiesinis modelis

glutationo peroksidazé

glutationo reduktazé

hemo oksigenaz¢—1

tarplasteliné adhezijos molekulé—1

infraraudonyjy spinduliy termografija

vidinis transkribuojamasis skirtukas

Kelch tipo ECH asocijuotas baltymas 1

liuteinizuojantis hormonas

miSrusis tiesinis modelis

lipopolisacharidas

malondialdehidas

nikotinamidadenindinukleotido fosfatas

branduolio faktorius kB

branduolio faktorius, susijes su eritroidiniu 2 faktoriumi
polimerazés grandining reakcija

peroksisomy proliferatoriy aktyvinamas receptorius gama
reaktyviosios deguonies formos

radijo daznio atpazinimo technologija

pakartotiniy matavimy koreliacija

ribosomin¢ ribonukleortigstis

aktyvumo indeksas

superoksido dismutazé



SPSS — statistinés analizés programinés jrangos paketas /BM SPSS
Statistics

TBARS - tiobarbitiirinei riigsciai reaktyvios medziagos

TLR4  — Toll tipo receptorius 4

TNF-a — naviko nekrozés faktorius alfa



IVADAS

Meésiniy karviy reprodukceinis efektyvumas yra vienas svarbiausiy veiks-
niy, lemianciy bandos produktyvuma, ekonominj tvaruma ir galvijininkystés
iikiy konkurencinguma. Pagrindinis reprodukcijos valdymo tikslas — uztikrin-
ti, kad kiekviena karvé kasmet atsivesty po vieng verselj, nes nuo apsiversia-
vimy intervalo tiesiogiai priklauso verseliy kiekis, tenkantis vienai karvei per
gyvenima, taip pat gyvuliy produktyvus naudojimas bei tikio ekonominiai
rezultatai [1]. Siekiant optimalaus reprodukcinio efektyvumo, po apsiver-
Siavimo karviy lytinis ciklas turi atsinaujinti laiku, kad jos bty s¢kmingai
apvaisintos per numatyta veisimo laikotarpj. Postpartum periodas yra vie-
nas sudétingiausiy fiziologiniy etapy galvijo gyvenime, kurio metu vyksta
gimdos involiucija, endometriumo regeneracija, kiausidziy ciklinés veiklos
atsinaujinimas, hormony pusiausvyros atkiirimas ir medziagy apykaitos po-
kyc¢iai. Bet kuris Siy procesy sutrikimas gali pailginti laikotarpj iki pirmosios
rujos, sumazinti apsivaisinimo tikimybe ir neigiamai paveikti visos bandos
reprodukcinius rodiklius [2, 3].

Pastaraisiais metais pozitris j reprodukcinés sistemos atsistatyma postpar-
tum periodu 1§ esmés pasikeité. Ilgg laika buvo manoma, kad sveika galvijy
gimda yra sterili, tatiau, pradéjus taikyti nuo mikroorganizmy kultivavimo
nepriklausomus molekulinius metodus, ypa¢ 16S rRNR geno sekoskaitg, nu-
statyta, kad sveikos karvés gimdoje gali biiti aptinkamos mazos biomaseés
mikroorganizmy bendrijos, kuriy sudétis ir jvairové siejama su reprodukcinés
sistemos fiziologine biukle [4—6]. Comlekcioglu ir kt. apZvalgoje mikrobiotos
jvairove jvardijama kaip svarbus gimdos sveikatos rodiklis, nes jos sumazéji-
mas siejamas su metritu ir klinikiniu endometritu [5]. Metritu serganciy kar-
viy gimdos mikrobiotai biidingas didesnis Fusobacteria ir Bacteroidetes tipy
santykinis gausumas, o gen¢iy lygmeniu su Sia liga siejamos Bacteroides,
Fusobacterium ir Porphyromonas. Klinikinio endometrito atveju nustatytas
padidéjes Fusobacterium, Bacteroides ir Trueperella santykinis gausumas
[5]. Autoriai taip pat pabrézia, kad dél didelio individualaus kintamumo ir
skirtingy tyrimuose taikomy metodiky iki Siol néra nustatyta vieninga sveikos
galvijy gimdos mikrobiotos sudétis [5].

Vis daugiau démesio skiriama ne tik bakterinei, bet ir grybinei gimdos
mikrobiotai. Nors grybinés bendrijos iStirtos gerokai maZziau, manoma, kad
jos taip pat gali dalyvauti reguliuojant vietinj imuninj atsaka ir gimdos home-
ostaz¢ [7—10]. Naujausiose publikacijose pabréziama, kad reprodukcinés sis-
temos atsistatymg lemia ne pavieniai mikroorganizmai, bet visos mikrobinés
bendrijos sgveika su Seimininko imunine sistema. Todé¢l Siuolaikiniai tyrimai
vis daZniau orientuojami ne | atskiry patogeny identifikavima, bet ; mikro-



biotos pusiausvyros, uzdegiminiy procesy ir gimdos homeostazés atkiirimo
mechanizmy analize [6, 11-13].

Kitas svarbus reprodukciniy funkcijy atsistatymo veiksnys yra oksidacinis
stresas. Fiziologinémis sglygomis reaktyviosios deguonies formos dalyvau-
ja steroidogenezéje, folikuly augime, ovuliacijoje ir kity lasteliniy signaliniy
procesy reguliavime, taciau jy perteklius pazeidzia lipidus, baltymus ir nukle-
oriigstis, aktyvina uzdegiminius procesus bei sutrikdo reprodukciniy audiniy
funkcijg. Po apsiverSiavimo dél padidéjusio energijos poreikio, intensyvaus
lipidy metabolizmo ir imuninés sistemos aktyvacijos oksidacinio streso rizika
reikSmingai padidéja, todél sutrinka gimdos involiucija, folikuly vystymasis
ir lytinio ciklo atsistatymas. D¢l Sios priezasties oksidacinio streso Zymenys,
tokie kaip superoksido dismutazé (SOD), glutationo peroksidazé (GPx) ir
malondialdehidas (MDA), laikomi svarbiais reprodukcinés sistemos funkci-
nés biklés rodikliais [3, 14-16].

Pastaraisiais metais vis daugiau tyrimy skiriama ir natiiraliy augalinés kil-
més antioksidanty panaudojimui gyvulininkystéje. Vieni perspektyviausiy
bioaktyviyjy junginiy yra vynuogiy (Vitis vinifera) polifenoliai, pasizymintys
antioksidaciniu, prieSuzdegiminiu ir antimikrobiniu poveikiu. Nustatyta, kad
jie gali aktyvinti Nrf2—Keap1 (angl. nuclear factor erythroid 2—related factor
2—Kelch—like ECH-associated protein 1) signalin] kelia, skatinti endogeni-
niy antioksidaciniy fermenty sintezg, slopinti branduolio faktoriaus kappa B
(NF—B) aktyvuma ir mazinti uzdegiminiy citokiny ekspresija, tod¢l gali pri-
sidéti prie organizmo apsaugos nuo oksidacinio pazeidimo [14, 16—18]. Eder
ir kt. apzvalgoje pabréziama, kad vynuogiy kilmeés produktai jvairiy risiy gy-
viinams gali mazinti oksidacinj stresg ir uzdegiminius procesus, taciau jy po-
veikio galvijy reprodukcijai tyrimy duomenys yra riboti, todél néra vieningos
nuomoneés dél jy sasajy su vaisingumo rodikliais [15]. Dél didelés biologis-
kai aktyviy polifenoliy koncentracijos sausasis vynuogiy ekstraktas gali buti
perspektyvus natiiralus pasary papildas, galintis prisidéti prie antioksidacinés
apsaugos ir uzdegiminiy procesy reguliavimo. Taciau jo poveikis mésiniy
karviy reprodukcinés sistemos atsistatymui postpartum periodu ir galimos
sasajos su gimdos mikrobiotos poky¢iais iki §iol iStirtos nepakankamai.

Ne maziau svarbi Siuolaikiniy reprodukcijos tyrimy kryptis yra tikslio-
sios gyvulininkystés technologijy taikymas. Judesio jutikliai, infraraudonyjy
spinduliy termografija, didziojo prieskrandzio temperatiiros stebésena ir kitos
automatizuotos sistemos leidzia nuolat registruoti gyvuliy fiziologinius bei
elgsenos pokycius, tiksliau nustatyti rujg ir anksti identifikuoti reprodukcinés
sistemos sutrikimus [19-23]. Integruojant Sias technologijas su molekuliniais
mikrobiotos tyrimais ir oksidacinio streso Zymeny analize atsiveria galimy-
bés iSsamiau suprasti reprodukcinés sistemos atsistatymo mechanizmus ir
kurti individualizuotas reprodukcijos valdymo strategijas.
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Atsizvelgiant | naujausius duomenis apie gimdos mikrobiotos reikSme re-
produkcinei sveikatai, augantj susidoméjimg natiiraliy polifenoliy panaudo-
jimu gyvulininkystéje ir tiksliosios gyvulininkystés technologijy plétra, vis
dar triiksta tyrimy, kuriuose biity kompleksiskai vertinamas sausojo vynuogiy
(Vitis vinifera) ekstrakto poveikis mésiniy karviy reprodukcings sistemos atsi-
statymui postpartum periodu. Ypa¢ mazai duomeny apie Sio ekstrakto sgsajas
su gimdos mikrobiotos pokyciais, oksidacinio streso rodikliais ir reproduk-
ciniais procesais, Siuos pokycius kartu vertinant tiksliosios gyvulininkystés
technologijomis. Todél Siame darbe sausojo vynuogiy ekstrakto poveikis
mésiniy karviy reprodukcinei sistemai postpartum periodu buvo vertinamas
kompleksiskai, analizuojant gimdos mikrobiotos pokycius, oksidacinio streso
zymenis, reprodukcinius rodiklius bei Siuolaikiniy stebésenos technologijy
registruojamus fiziologinius parametrus.

Darbo tikslas

Ivertinti sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto, pasizymincio antiok-
sidacinémis savybémis, poveik] mésiniy galvijy reprodukcinei buklei post-
partum, taikant Siuolaikines tiksliosios gyvulininkystés technologijas bei ver-
tinant gimdos mikrobiotos poky¢ius, reprodukcinius rodiklius, ir oksidacinio
streso Zymenis.

Darbo uzdaviniai

1. ISanalizuoti sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto itaka gimdos
bakterinés ir grybinés mikrobiotos sudéties dinamikai postpartum pe-
riodu.

2. Jvertinti sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto poveikj oksidacinio
streso Zymenims (glutationo peroksidazei (GPx), superoksido dismu-
tazei (SOD) ir malondialdehidui (MDA)) periodu po apsiversiavimo.

3. ISanalizuoti sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto poveikj mésiniy
galvijy reprodukciniams rodikliams postpartum periodu, taikant Siuo-
laikines tiksliosios gyvulininkystés technologijas.

Darbo naujumas ir praktiné reik§mé

Pastaraisiais metais vis daugiau démesio skiriama augalinés kilmés bio-
aktyviyjy junginiy taikymui galvijy reprodukcijai gerinti, tac¢iau jy poveikio
biologiniai mechanizmai postpartum periodu vis dar néra pakankamai iStirti.
Iki Siol dauguma tyrimy buvo orientuoti j reprodukciniy rodikliy vertinima, o
duomeny apie galimg polifenoliy poveiki gimdos mikrobiotai, oksidaciniam
stresui ir $iy veiksniy sgveikai yra nedaug.

Siame darbe kompleksiskai jvertintas sausojo vynuogiuy (Vitis vinifera)
ekstrakto poveikis mésiniy galvijy reprodukcinei biiklei postpartum periodu.
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Pirmg kartg viename tyrime buvo jvertinti reprodukciniai rodikliai, gimdos
bakterinés ir grybinés mikrobiotos pokyciai bei oksidacinio streso Zymenys
(SOD, GPx ir MDA), kartu taikant Siuolaikines tiksliosios gyvulininkystés
technologijas reprodukciniy procesy stebésenai. Toks kompleksinis tyrimo
modelis leido iSsamiau jvertinti galimg sausojo vynuogiy ekstrakto poveikj
reprodukcinés sistemos atsistatymui postpartum periodu.

Darbo rezultatai papildo mokslines Zinias apie polifenoliy panaudojimo
galimybes mésiniy galvijy reprodukcijos valdyme bei suteikia naujy duo-
meny apie galimas jy sgsajas su gimdos mikrobiotos sudétimi ir oksidacinio
streso procesais. Praktiniu poziliriu tyrimo rezultatai gali buti reikSmingi to-
bulinant mésiniy karviy reprodukcinés biiklés stebéseng postpartum periodu.
Didziojo prieskrandzio temperatiiros ir aktyvumo stebésena gali papildyti ru-
jos nustatyma ir padéti tiksliau identifikuoti reprodukcinés biiklés pokycius,
o gauti duomenys apie sausaji vynuogiy ekstraktyg suteikia pagrindg toliau
vertinti jo panaudojimo galimybes mésiniy galvijy reprodukcijos valdyme.

12



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mésiniy galvijuy reprodukcijos biologiné ir ekonominé reik§mé

Siuolaikinés mésiniy galvijy reprodukcijos valdymo strategijos susiduria
su vis didesniais i$Siikiais dé¢l didéjancios pasaulinés jautienos paklausos. Gy-
ventojy skai¢iaus augimas, kylantis ekonomikos lygis ir besikei€iantys mi-
tybos jprociai per pastaruosius du deSimtmecius reikSmingai prisidéjo prie
beveik 58 proc. padidéjusio pasaulinio mésos suvartojimo [24]. Si tendencija
pabrézia biitinybe tobulinti reprodukcijos valdymo metodus, siekiant padi-
dinti produktyvuma ir sumazinti darbo sgnaudas. Ta¢iau mesiniy galvijy au-
ginimo efektyvumas iSlieka vienas maziausiy, palyginti su kitomis gyvuliy
rasimis, todél reikia novatorisky ir tvariy technologiniy sprendimy, skirty re-
produkciniams rodikliams optimizuoti [25-27].

Pagrindinis reprodukcijos valdymo tikslas yra uztikrinti, kad kiekviena
karve kasmet atsivesty po vieng verSelj, nes tai yra viena svarbiausiy saly-
gy bandos produktyvumui ir ekonominiam gyvybingumui iSlaikyti [25]. Sie-
kiant Sio tikslo biitina uztikrinti, kad karvés biity s€kmingai apvaisintos per
pirmasias 6585 dienas po apsiverSiavimo. Nepavykus jy apvaisinti per §j
laikotarpi, ilgéja intervalas tarp apsiverSiavimy, mazg¢ja per gyvenimg atve-
damy verSeliy skaiCius, didéja gyvuliy islaikymo sgnaudos ir blogéja iikio
ekonominiai rodikliai [25, 26, 28].

Vienas svarbiausiy mésiniy karviy reprodukcijos valdymo etapy yra repro-
dukcinés sistemos atsistatymas postpartum periodu. Siuo laikotarpiu vyksta
gimdos involiucija, kiausidziy ciklinés veiklos atsinaujinimas ir hormoninés
reguliacijos poky¢iai, o §iy procesy eigai jitakos gali turéti gyvulio metaboliné
bei oksidaciné buklé ir gimdos mikrobiotos sudétis [2, 6, 28, 29]. Sutrikus Siy
procesy eigai gali pailgéti laikotarpis iki pirmosios ovuliacijos ir rujos, suma-
z¢€ti apsivaisinimo tikimybeé bei ilgéti intervalas tarp apsiverSiavimy. Be to,
pirmasis lytinis ciklas postpartum periodu ne visada pasireiSkia aiskiais elg-
senos poZymiais — tyli ruja nustatoma mazdaug 50-80 proc. karviy [30-32],
todel jos nustatymas praktinémis iikio salygomis iSlieka svarbiu reprodukci-

VW —

Vv —

kai ovuliacija vyksta be aiskiai iSreiksty elgesio pozymiy. Sis reiSkinys ypac
daznai pasireiskia pirmojo rujos ciklo po verSiavimosi metu, nustatomas maz-
daug 50-80 proc. karviy ir apsunkina optimalaus séklinimo laiko parinkimag
[30-32]. Reprodukcinés funkcijos atsistatyma po verSiavimosi gali sutrikdyti
uzdelsta gimdos involiucija, gimdos infekcijos, verSiavimosi komplikacijos
ir padidéjes oksidacinis stresas [3, 28]. Dél $iy veiksniy pailgéja laikotarpis
iki lytinio ciklo atsinaujinimo, sutrinka folikuly vystymasis bei ovuliacija,
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mazeja apsivaisinimo tikimybé ir blogéja reprodukciniai rodikliai [2, 6, 28,
29]. Tode¢l vis daugiau démesio skiriama priemonéms, galin¢ioms paspartin-
ti reprodukcinés sistemos atsistatyma po verSiavimosi, sumazinti oksidacinj
stresg ir pagerinti karviy vaisinguma.

Skirtingai nei pieniniy karviy, mésiniy karviy reprodukcinés funkcijos at-
sikiirimg reikSmingai veikia verSelio zindymas ir karvés—verselio rysys, to-
dél nerujojimo laikotarpis po verSiavimosi paprastai biina ilgesnis [28, 33].
Reprodukcinés funkcijos atsinaujinimas priklauso nuo gimdos involiucijos ir
pagumburio—hipofizés—kiausidziy asies veiklos normalizavimosi [3, 28].

Nesant apsiverSiavimo ir pogimdyminiy komplikacijy, gimdos involiucija
77,5 proc. karvéms paprastai baigiasi tarp 10 ir 30 dieny [34]. Taciau vien
gimdos anatominiy pokyc¢iy nepakanka reprodukcinei funkcijai atsinaujinti.
Ovuliacijos ir rujos atsinaujinimas priklauso nuo pagumburio, hipofizés ir
kiausidziy veiklos normalizavimosi [2, 35]. Viena svarbiausiy salygy repro-
dukciniam ciklui atsinaujinti yra pakankamas gonadotroping atpalaiduojan-
¢io hormono (GnRH) ir liuteinizuojancio hormono (LH) iSsiskyrimo daznis.
Nustatyta, kad normaliam dominuojancio folikulo brendimui ir ovuliacijai
bitina, jog LH buty iSskiriamas mazdaug 4—5 impulsais per 10 valandy laiko-
tarpj [36]. Tyrimai parod¢, kad daugumos Zindanc¢iy mésiniy karviy hipofizé
jau apie 30—3jg para po apsiversiavimo geba sintetinti pakankama liuteinizuo-
jancio hormono (LH) kiekj, o kiausidés islieka jautrios Sio hormono poveikiui
[37]. Vis délto pirmoji ovuliacija daznai véluoja, nes dél nepakankamo go-
nadotroping atpalaiduojancio hormono (GnRH) ir LH impulsy daznio didele
dalis susintetinto LH lieka sukaupta priekinéje hipofizés skiltyje ir néra i$ski-
riama ] kraujotakg [38]. D¢l to, nors kiausidése jau vyksta aktyvus folikuly
augimas, ovuliacija nejvyksta arba jvyksta gerokai véliau. Pirmosios ovulia-
cijos metu susiformuoja funkciSkai aktyvus geltonkinis, tac¢iau gimdos invo-
liucijos laikotarpiu tebéra intensyvi prostaglandiny sintez¢ ir metabolizmas.
D¢l padidéjusios prostaglandiny sekrecijos geltonkiinis regresuoja anksciau,
todél pirmasis lytinis ciklas postpartum periodu daznai btina trumpesnis nei
Jprasta [39].

Kitas svarbus veiksnys, lemiantis lytinio ciklo atsinaujinimg mésinéms
karvéms, yra verSelio zindymas ir karvés—verSelio rySys. Nuolatinis versSelio
buvimas kartu su motina slopina gonadotroping atpalaiduojanc¢io hormono
(GnRH) ir liuteinizuojancio hormono (LH) sekrecija, todél sulétéja dominuo-
jancio folikulo brendimas ir uzsitgsia pirmoji ovuliacija [40, 41]. Whisnant
ir kt. nustaté, kad trumpalaikis (48—72 val.) verSelio atskyrimas nuo karvés
padidina LH pulsy daznj, sumaZzina Zindymo slopinamajj poveiki pagumbu-
rio—hipofizés—kiausidziy aSiai ir paspartina pirmosios ovuliacijos bei lytinio
ciklo atsinaujinimg po versSiavimosi [40]. Be to, nustatyta, kad atskyrus verse-
1} mazdaug nuo 30—osios dienos po apsiversiavimo, LH pulsy daznis padidéja
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jau per 2-5 dienas, o apie 85 proc. karviy pirmasis dominuojantis folikulas
ovuliuoja [40, 42]. Siekiant maksimalaus efekto, verseliai turi biiti visiskai
atskirti nuo motiny, neleidziant jokio tiesioginio fizinio kontakto tarp jy [42].
K. Stagg ir kt. nustaté, kad iki 80—osios dienos po apsiversiavimo ovuliacija
buvo jvykusi 43 proc. karviy, kuriy verseliai buvo nuolat kartu su motina, 65
proc. karviy, kuriy verSeliai buvo zindomi vieng kartg per dieng ir laikomi
gretimuose garduose, bei 90 proc. karviy, kuriy verSeliai taip pat buvo zin-
domi vieng kartg per dieng, taciau tarp Zindymy buvo visiSkai atskirti nuo
motiny. Jdomu tai, kad apie 15 proc. karviy j verselio atskyrimg nereagavo
— joms nebuvo nustatyta liuteinizuojancio hormono (LH) ir estradiolio kon-
centracijos padidéjimo. Sie rezultatai rodo, kad Zindymo sukeltas GnRH ir
LH sekrecijos slopinimas yra vienas pagrindiniy uZzsitgsusia ruja lemianciy
mechanizmy. Tod¢l net trumpalaikis karvés ir verSelio kontakto nutraukimas
gali reikSmingai paspartinti kiauSidZiy ciklinés veiklos atsikiirima ir sutrum-
pinti laikotarpj iki pirmosios ovuliacijos.

Reprodukcinés funkcijos atsikiirimg taip pat reikSmingai veikia gyvulio
mityba [43]. Nepakankamas energijos kiekis racione mazina LH sekrecijos
daznj, tod¢l ilgéja laikotarpis iki pirmosios rujos postpartum periodu [44]. Sis
poveikis ypac rySkus pirmaver§éms mesinéms karveéms, kurios, be laktacijos,
dar turi patenkinti savo organizmo augimo poreikius. D¢l to jy reprodukcinés
funkcijos atsinaujinimas paprastai trunka ilgiau negu vyresniy karviy. Nusta-
tyta, kad pirmaversiy laikotarpis iki lytinio ciklo atsinaujinimo vidutiniskai
siekia 86 + 0,7 paros, o vyresniy karviy — apie 68 + 0,3 paros [45].

Nors reprodukcinés funkcijos atsikiirima postpartum periodu lemia dau-
gybé tarpusavyje susijusiy veiksniy, pastaraisiais metais vis daugiau démesio
skiriama gimdos mikrobiotai, kurios sudétis ir pusiausvyra laikomos svar-
biais gimdos atsistatymo bei tolesnio vaisingumo veiksniais.

1.2. Gimdos mikrobiota po apsiverSiavimo

Mikrobiota apibréZiama kaip tam tikroje Seimininko organizmo ekologi-
néje nisoje aptinkamy mikroorganizmy — bakterijy, gryby, virusy ir pirmuo-
niy — visuma [4]. Ilga laikg buvo manoma, kad galvijy reprodukcinis trak-
tas, ypa¢ gimda, fiziologinémis saglygomis yra sterili aplinka [4, 5]. Taciau,
pradéjus taikyti nuo mikroorganizmy kultivavimo nepriklausomus molekuli-
nius metodus, mikroorganizmy genetiné medziaga buvo nustatyta ir kliniSkai
sveiky karviy gimdoje [7, 8, 46]. Vis délto dabartiniai duomenys apie sveikos
gimdos mikrobiotg néra vienareikSmiai — skirtinguose tyrimuose nustatoma
nevienoda jos sudétis ir gausumas, o rezultatams jtakos gali turéti méginiy
paémimo, analizés metodai bei maza mikrobiné biomase. Todél iki Siol néra
aiskiai apibrézta sveikai galvijy gimdai biidinga mikrobiotos sudétis.
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Gimdos mikrobiotos sudétj lemia daugybé tarpusavyje susijusiy veiksniy.
Nustatyta, kad mikrobiotos jvairové ir mikroorganizmy santykinis gausumas
gali skirtis priklausomai nuo lytinio ciklo fazés, verSingumo tarpsnio, post-
partum periodo, gyvulio amziaus, veislés ir genetiniy ypatumy, taip pat mi-
tybos bei laikymo salygy [5]. Murga Valderrama ir kt., tirdami sveiky karviy
gimdos mikrobiota, nustaté keturis pagrindinius bakterijy tipus — Actinobac-
teria, Bacteroidetes, Firmicutes ir Proteobacteria, kuriy santykinis gausumas
skyrési tarp gimdos kiino ir rago gleivinés [47]. Skirtinguose tyrimuose nu-
statomi gimdos mikrobiotos sudéties skirtumai gali biiti susije ne tik su bi-
ologiniais ypatumais, bet ir su taikomais méginiy paémimo bei sekoskaitos
metodais [47].

Didziausias démesys moksliniuose tyrimuose skiriamas laikotarpiui po
apsiverSiavimo, nes tuo metu gimda tampa ypac jautri mikroorganizmy ko-
lonizacijai [6]. Gimdos mikrobiotos sudétis kinta priklausomai nuo fiziologi-
nés gyvulio biiklés. VerS§ingumo metu gimdos kaklelio gleiviy kamstis sudaro
efektyvy apsauginj barjera, ribojant] mikroorganizmy patekima i§ maksties ]
gimdos ertme. Po apsiverSiavimo $is apsauginis mechanizmas iSnyksta, todél
involiucijos laikotarpiu gimda tampa itin jautri bakterinei kolonizacijai. Jei
Seimininko imuniné sistema nesugeba efektyviai kontroliuoti bakterijy dau-
ginimosi, gali i1§sivystyti uzdegiminiai procesai, lemiantys reprodukcinius su-
trikimus. DazZniausiai su gimdos ligomis siejami patogenai yra Escherichia
coli, Trueperella pyogenes, Fusobacterium necrophorum, Bacteroides spp.
ir Prevotella spp. [48]. Sie mikroorganizmai laikomi pagrindiniais metrito
ir endometrito sukel¢jais, galinciais sukelti tiek subklinikines, tiek kliniskai
pasireiskiancias infekcijas, dél kuriy sulétéja gimdos involiucija, pailgéja lai-
kotarpis iki pirmosios ovuliacijos ir blogéja apsivaisinimo rodikliai [9].

Pastaraisiais metais vis daugiau démesio skiriama ne tik bakterijoms, bet ir
reprodukcinio trakto gryby bendrijoms. Nors bakterinés mikrobiotos sudétis
yra gana placiai istirta, duomeny apie grybine mikrobiotg vis dar nepakanka.
Vis délto naujausi tyrimai rodo, kad grybiniai mikroorganizmai gali atlikti
svarby vaidmenj reprodukcinés sistemos patologijoje ir prisidéti prie galvijy
vaisingumo sumaz¢jimo [10]. Dazniausiai reprodukcinés sistemos sutriki-
mai siejami su Aspergillus ir Candida genties grybais, kurie gali kolonizuoti
reprodukcinj traktg tiesiogiai arba patekti | organizma su mikotoksinais uz-
terStais paSarais. Grybinés infekcijos dazniausiai nustatomos esant predis-
ponuojantiems veiksniams, tokiems kaip ilgalaikis intrauterininis gydymas
antibiotikais, 1étinis endometritas, audiniy nekrozé, imunosupresija ar anato-
minius pakitimus sukelianti pneumovagina [12]. Nors grybinés kilmes repro-
dukcinés ligos registruojamos reciau nei bakterinés, jos gali biti reikSminga
nevaisingumo ir aborty priezastis [4, 6].
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Pastaraisiais metais vis daugiau tyrimy nagrinéja galimybe¢ mikrobiotos
sudét] moduliuoti naudojant augalinés kilmeés bioaktyviuosius junginius. Tarp
tiriamy augalinés kilmeés bioaktyviyjy medziagy minimi eteriniy aliejy kom-
ponentai, tokie kaip timolis, karvakrolis, eugenolis ir cinamaldehidas, taip
pat jvairiy vaistiniy augaly fenoliniai junginiai, kuriy antimikrobinés savybés
vertinamos galvijy reprodukcinio trakto patogeny atzvilgiu [49]. Siy jungi-
niy tyrimai rodo augalinés kilmés medZiagy potencialag moduliuoti mikrobine
aplinkg ir sudaro prielaidas ieskoti naujy priemoniy reprodukcinio trakto mi-
krobiotos pusiausvyrai palaikyti. Ypa¢ daug démesio skiriama polifenoliams,
kuriy gausu vynuogiy (Vitis vinifera) produktuose. Tyrimai parodé, kad vy-
nuogiy kilmés polifenoliai gali keisti Zarnyno mikrobiotos sudétj [S0], todél
keliama prielaida, jog panasus poveikis gali pasireiksti ir reprodukciniame
trakte.

Be poveikio mikrobiotai, polifenoliai pasizymi stipriu antioksidaciniu
aktyvumu. Didziausig biologinj aktyvumg turi proantocianidinai, galintys
neutralizuoti reaktyvigsias deguonies formas ir apsaugoti audinius nuo ok-
sidaciniy pazeidimy. Eksperimentiniai tyrimai su galvijy endometriumo 13s-
telémis parod¢, kad proantocianidinai reikSmingai sumazina B—hidroksibu-
tirato sukeltg oksidacinj stresg [51]. Kadangi padidéjusi f—hidroksibutirato
koncentracija siejama su ketoze ir reprodukciniais sutrikimais pereinamuoju
laikotarpiu, Sie rezultatai leidzia manyti, kad vynuogiy polifenoliai gali prisi-
déti prie gimdos funkcijos atsistatymo ne tik moduliuodami mikrobiota, bet ir
mazindami oksidacinj endometriumo pazeidima.

Nepaisant sparciai augancio susidomejimo galvijy reprodukcinio trakto
mikrobiota, iki Siol néra vieningos nuomonges apie sveikai gimdai biidinga
mikroorganizmy sudétj. Skirtingy autoriy pateikiami rezultatai daznai skiria-
si dél nevienody meginiy paémimo metodiky, sekoskaitos technologijy bei
tiriamy populiacijy genetiniy ir geografiniy ypatumy [13, 52]. Be to, iki Siol
truksta tyrimy, kuriuose vienu metu biity analizuojama tiek baktering, tiek
grybiné gimdos mikrobiota, ypa¢ mésiniy galviju postpartum periodu. Siy
Ziniy spragos riboja galimybes visapusiskai suprasti mikrobiotos reikSme re-
produkcinés sistemos atsistatymui ir pagrindZia tolesniy kompleksiniy tyrimy
butinybe.

1.3. Oksidacinis stresas ir jo reikSmeé reprodukcijai

Pastaraisiais metais vis daugiau démesio skiriama oksidacinio streso reiks-
mei reprodukcinei funkcijai. Nustatyta, kad fiziologiné reaktyviyjy deguonies
formy (RDF) gamyba yra biitina normaliam folikuly vystymuisi, ovuliacijai
ir geltonkiinio funkcijai palaikyti, tac¢iau jy perteklius gali sutrikdyti Siuos
procesus ir neigiamai paveikti vaisinguma [2].
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Oksidacinis stresas apibréziamas kaip bukle, kai organizme sutrinka pu-
siausvyra tarp reaktyviyjy oksidanty susidarymo ir antioksidacinés apsau-
gos sistemos pajégumo juos neutralizuoti [53]. Esant padidéjusiai oksidanty
gamybai arba susilpnéjus antioksidacinei apsaugai, reaktyviosios deguonies
formos (RDF) pradeda kauptis lgstelése ir audiniuose, sukeldamos oksidaci-
nius pazeidimus. Pagrindiniai oksidacinio streso taikiniai yra polinesoCiyjy
riebaly rugsciy turintys membrany fosfolipidai, baltymai, nukleoriigstys bei
kai kurie angliavandeniai, pavyzdziui, hialurono rtgstis [53]. Dél intensyvios
iy biomolekuliy oksidacijos sutrinka lasteliy funkcija, aktyvuojami apop-
tozés arba nekrozés procesai ir vystosi audiniy pazeidimai. Reprodukcingje
sistemoje oksidacinés pusiausvyros sutrikimas gali neigiamai veikti folikuly
vystymasi, ovuliacija, geltonkitinio funkcijg ir endometriumo bukleg [12].

Oksidantai apima tiek radikalines, tiek neradikalines deguonies, azoto ar
chloro turincias reaktyvigsias molekules [23]. BiologiSkai svarbiausi laisvie-
ji radikalai yra superoksido (O:") ir hidroksilo (OH) radikalai. Superoksido
radikalai daugiausia susidaro mitochondrijy elektrony pernaSos grandinéje,
kai molekulinis deguonis prisijungia vieng elektrong [24, 25]. ReikSmingas
Jju Saltinis taip pat yra aktyvuoti neutrofilai ir makrofagai, kurie uzdegiminés
reakcijos metu, veikiant fermentui NADPH oksidazei, intensyviai gamina re-
aktyvigsias deguonies formas [26, 27]. Superoksido radikalai dalyvauja toles-
nése oksidacijos reakcijose. Viena svarbiausiy jy yra superoksido dismutazés
(SOD) katalizuojama reakcija, kurios metu superoksido radikalai paver¢iami
vandenilio peroksidu (H20:). Pastarasis, sagveikaudamas su laisvais gelezies
arba vario jonais, Fentono reakcijos metu virsta itin reaktyviais hidroksilo
radikalais, pasiZyminciais stipriu citotoksiniu poveikiu [28-29].

Meésiniy karviy postpartum periodu oksidacinio streso intensyvumas gali
biiti susijes su reprodukcinés sistemos atsistatymu ir vélesniu vaisingumu.
Hagita ir kt., tirdami Japonijos juodyjy veislés karves, nustaté, kad véliau
apsivaisinusiy karviy gimdos skystyje postpartum periodu oksidacinio stre-
so indeksas buvo didesnis nei anks¢iau apsivaisinusiy karviy [54]. Tyrime
taip pat nustatytos sgsajos tarp gimdos skyscio antioksidacinio aktyvumo ir
vélesniy reprodukciniy rodikliy. Sie rezultatai rodo, kad oksidanty ir antioksi-
dacinés apsaugos pusiausvyra gimdos aplinkoje postpartum periodu gali biiti
susijusi su tolesniu mésiniy karviy reprodukciniu efektyvumu.

Reaktyviyjy deguonies formy susidarymui jtakos turi ir mitybos veiksniai.
Didesnis polinesociyjy riebaly rigsc¢iy kiekis pasare didina lipidy oksidacijos
rizika, todél kartu iSauga antioksidanty poreikis, kuris apsaugo lasteliy mem-
branas nuo peroksidacijos [31-34]. Kai didelis polinesociyjy arba oksiduoty
riebaly riig§¢iy kiekis derinamas su nepakankamu antioksidanty kiekiu, orga-
nizme padidéja lipidy peroksidacijos produkty koncentracija, laikoma vienu
svarbiausiy oksidacinio streso pozymiy [33, 35, 36]. Oksidanty gamybag taip
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pat skatina jvairiis aplinkos terSalai, pesticidai, organiniai tirpikliai ir miko-
toksinai, kurie aktyvina kepeny ksenobiotiky metabolizmo sistemg ir didina
reaktyviyjy deguonies formy susidarymg [37, 38].

Ksenobiotiky metabolizmas vyksta endoplazminiame tinkle ir apima dvi
pagrindines fazes. Pirmosios fazés metu citochromo P450 fermenty sistema
oksiduoja svetimkiinius, ] jy molekules jterpdama reaktyvias funkcines gru-
pes. Antrojoje fazeje Sios medziagos konjuguojamos su gliukurono riigStimi,
sulfatais ar kitais poliniais junginiais, todél tampa maziau toksiskos ir paSali-
namos su tulzimi arba Slapimu [39]. Taciau kai kuriy junginiy metabolizmas
citochromo P450 sistemoje kartu skatina superoksido radikaly ir kity reakty-
viyjy deguonies formy susidaryma, todél didéja oksidacinio streso, citotok-
siSkumo ir genotoksiskumo rizika [40, 41].

Ilga laika manyta, kad reaktyviosios deguonies formos organizme atlieka
tik zalingg vaidmenj. Taciau pastaryjy mety tyrimai parode, kad fiziologinés
ju koncentracijos yra butinos normaliam lgsteliy funkcionavimui. Nedidelis
reaktyviyjy deguonies formy kiekis dalyvauja tarplastelinéje signalizacijoje
ir reguliuoja redoksui jautriy baltymy aktyvuma, modifikuodamas jy cisteino
liekanas [42]. Todé¢l organizme egzistuoja sudétinga sistema, palaikanti fizio-
loging oksidanty ir antioksidanty pusiausvyra.

Padidéjus reaktyviyjy deguonies formy koncentracijai, aktyvuojami adap-
taciniai apsauginiai mechanizmai, kuriy tikslas — sumazinti oksidacinius pa-
zeidimus ir iSlaikyti lasteliy homeostazg. Vienas svarbiausiy §ios sistemos
reguliatoriy yra branduolio faktorius Nrf2 (nuclear factor erythroid 2—related
factor 2), kontroliuojantis antioksidaciniy ir citoprotekciniy geny ekspresija
[43—47]. Fiziologinémis salygomis Nrf2 yra susijunggs su baltymu Keapl,
kuris slopina jo aktyvuma. Padidéjus reaktyviyjy deguonies formy kiekiui,
Keapl struktura pakinta, todel Nrf2 atsiskiria, migruoja i Igstelés branduolj
ir aktyvina antioksidacinio atsako elementus turinCiy geny transkripcijg. Dél
to padidéja fermentiniy antioksidanty — superoksido dismutazés (SOD), ka-
talazés (CAT), glutationo peroksidazés (GPx) ir glutationo reduktazés (GR)
— sintezg, taip pat suaktyvéja glutationo metabolizmas, metalus suriSanciy
baltymy ir detoksikacijos fermenty ekspresija [45-47]. Siy baltymy veikla
ne tik mazina oksidacinj stresa, bet ir palaiko lasteliy homeostaze, stiprina
apsaugg nuo uzdegimo bei gerina ksenobiotiky neutralizavima [43].

Be fermentiniy antioksidanty, svarbig apsauging funkcijg atlieka ir ma-
zos molekulinés masés antioksidantai — askorbo riigstis, tokoferoliai, toko-
trienoliai, karotenoidai, Slapimo rugstis, glutationas bei augalinés kilmés
flavonoidai ir polifenoliai [48—50]. Sios medZiagos tiesiogiai neutralizuoja
reaktyvigsias deguonies formas ir apsaugo lasteliy struktiiras nuo oksidacinio
pazeidimo.
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Pastaraisiais metais vis daugiau démesio skiriama mitohormezés (mito-
hormesis) reiSkiniui. Nustatyta, kad nedidelis reaktyviyjy deguonies formy
kiekio padidéjimas mitochondrijose gali aktyvinti adaptacinius apsauginius
mechanizmus, tarp jy ir Nrf2 signalinj kelia, taip didindamas Igsteliy atsparu-
ma stresui bei palaikydamas organizmo homeostaze¢ [51-53]. Taciau pernelyg
didelés antioksidanty dozés gali slopinti Siuos fiziologinius signalinius me-
chanizmus ir sumazinti jy teikiamg apsauginj poveikj [54, 55].

1.4. Vynuogiu polifenoliy antioksidacinis ir prieSuzdegiminis veikimas

Vynuogése (Vitis vinifera) esantys polifenoliai pasizymi stipriu antioksi-
daciniu ir prieSuzdegiminiu poveikiu, kuris patvirtintas tiek in vitro, tiek in
vivo tyrimuose [14, 18, 55, 56]. Siy junginiy biologinis aktyvumas daugiausia
priklauso nuo jy cheminés strukttiros. Aromatiniai Ziedai su hidroksilo (-OH)
grupémis leidzia polifenoliams lengvai atiduoti elektronus, iSlaikant mole-
kulés stabiluma, tod¢l jie efektyviai neutralizuoja reaktyvigsias deguonies
formas, jskaitant superoksido radikalus, ir apsaugo lasteles nuo oksidacinio
pazeidimo [57].

Papildomas polifenoliy antioksidacinio poveikio mechanizmas siejamas
su jy gebéjimu chelatuoti redoksiskai aktyvius metaly jonus, ypac¢ — gele-
Zies ir vario, taip maZinant laisvyjy radikaly susidaryma. Sie metalai laisvoje
busenoje katalizuoja Fentono reakcija, kurios metu i§ vandenilio peroksido
susidaro itin reaktyvis hidroksilo radikalai. Susijungdami su gelezies ir vario
jonais, polifenoliai sumaZzina hidroksilo radikaly susidaryma ir taip apsaugo
audinius nuo oksidacinio pazeidimo [58].

Be tiesioginio laisvyjy radikaly neutralizavimo, polifenoliai aktyvina ir
endogenines antioksidacinés apsaugos sistemas. Vienas svarbiausiy mecha-
nizmy yra branduolio faktoriaus Nrf2 aktyvinimas. Organizmas polifeno-
lius atpazjsta kaip ksenobiotikus, todél jy poveikis sukelia adaptacinj atsaka,
apibiidinamg hormezés principu. Dél to aktyvinami ne tik antioksidaciniai,
bet ir detoksikacijos procesus reguliuojantys genai, koduojantys I ir I fazés
ksenobiotiky metabolizmo fermentus. Sis atsakas padidina lasteliy atsparuma
oksidaciniam stresui ir kity potencialiai zalingy junginiy poveikiui [57-60].
Vienas svarbiausiy Nrf2 aktyvinamy citoprotekciniy baltymy yra hemo oksi-
genazé—1 (HO-1), kuri pasiZymi stipriu prieSuzdegiminiu poveikiu ir priside-
da prie audiniy apsaugos nuo oksidacinio pazeidimo [15].

Tiesioginiy duomeny apie polifenoliy poveiki galvijy reprodukciniams
audiniams pateikta nedaug, taciau atlikti tyrimai su galvijy endometriumo
lastelémis patvirtina jy antioksidacinj potencialg. Cheng ir kt. nustaté, kad
proantocianidinai sumazino B—hidroksibutirato sukeltg oksidacinj pazeidimg
galvijy endometriumo Igstelése, padidino glutationo peroksidazes, katalazés
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ir bendrg antioksidacinj aktyvuma bei sumazino malondialdehido koncentra-
cija. Sis poveikis buvo susijes su Nrf2 signalinio kelio aktyvinimu ir padidé-
jusia HO-1, Mn—SOD bei kity antioksidacinés apsaugos baltymy ekspresija
[61]. Sie rezultatai rodo, kad proantocianidinai gali apsaugoti galviju endo-
metriumo lgsteles nuo metabolinio streso sukelto oksidacinio pazeidimo.

Priesuzdegiminis polifenoliy poveikis daugiausia siejamas su NF—«B si-
gnalinio kelio slopinimu. NF—B yra vienas svarbiausiy uzdegiminio atsako
reguliatoriy, kontroliuojantis uzdegiminiy citokiny, adhezijos molekuliy ir
uzdegiminiy fermenty sintezg [62, 64, 65]. Iprastomis saglygomis NF—«B ci-
toplazmoje yra susijunges su inhibitoriniu baltymu IkBa. Veikiant jvairiems
dirgikliams, jskaitant reaktyvigsias deguonies formas, lipopolisacharidus
(LPS) ar prouzdegiminius citokinus, aktyvinamos IKKa ir IKKf kinazés,
kurios fosforilina IkBa. D¢l to inhibitorinis baltymas degraduoja, o aktyvus
NF—«B patenka j branduolj ir inicijuoja uZdegiminiy geny transkripcija [59,
62, 64, 65].

Polifenoliai slopina §j procesg keliais mechanizmais. Jie mazina NF-«xB
ekspresijg, slopina jo aktyvacijg bei mazina IKKf fermento aktyvuma, taip
pat slopina Toll tipo receptoriy (TLR4) signalinj kelig, kuris yra vienas svar-
biausiy uzdegiminés reakcijos aktyvatoriy [60]. Dél §iy procesy sumazeja
uzdegiminiy citokiny, tokiy kaip naviko nekrozés faktorius alfa (TNF-a), in-
terleukinai IL—1 ir IL-6, chemokiny, ciklooksigenazés—2 (COX-2), indukuo-
jamos azoto oksido sintazés (iINOS), adhezijos molekuliy (ICAM—-1, VCAM-
1) bei matricos kimmetaloproteinaziy ekspresija [66—68]. Be to, nustatyta,
kad polifenoliai aktyvina peroksisomy proliferatoriy aktyvinama receptoriy
gama (PPAR—y), kuris papildomai slopina NF—«B signalinj kelig ir stiprina
prieSuzdegiminj atsaka [69].

Kadangi oksidacinis stresas yra vienas pagrindiniy uzdegiminio proceso
iniciatoriy, reaktyviyjy deguonies formy neutralizavimas savaime mazina
uzdegiminio atsako aktyvuma [15,70]. Taigi polifenoliai veikia kompleksis-
kai — ne tik tiesiogiai neutralizuoja laisvuosius radikalus, bet ir aktyvina en-
dogenines antioksidacines sistemas, reguliuoja uzdegimines signalines gran-
dines bei palaiko Igsteliy homeostaze.

Nrf2 aktyvinimas taip pat skatina autofagijos procesus — evoliuciskai is-
sivys¢ius] mechanizma, kurio metu lizosomose suskaidomi pazeisti baltymai
ir organelés [58, 62]. Ypac¢ svarbus yra pazeisty mitochondrijy pasalinimas,
nes jy funkcijos sutrikimai didina reaktyviyjy deguonies formy gamyba ir
gali inicijuoti lasteliy apoptoze [63]. Nustatyta, kad polifenoliai, jskaitant epi-
galokatechino galata, aktyvindami autofagija mazina oksidacinj stresg ir jo
sukeltus uzdegiminius procesus [64]. Be to, autofagijos metu susidariusios
aminortgstys, riebaly riugstys ir nukleotidai gali buiti panaudojami energijos
gamybai bei Igsteliy atsistatymo procesams [62, 64].
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Vynuogiy polifenoliy antioksidacinis ir prieSuzdegiminis poveikis placiai
apraSytas jvairiuose eksperimentiniuose modeliuose. Taciau tiesioginiy tyri-
my su galvijy reprodukciniais audiniais, ypa¢ su mésinémis karvémis post-
partum periodu, vis dar nedaug. Didel¢ dalis duomeny apie Siy junginiy bio-
loginio poveikio mechanizmus gauta atliekant tyrimus su kity rtiSiy gyviinais
arba lgsteliy kultiiromis, tod¢l Siy rezultaty pritaikymas mésiniy karviy repro-
dukcinei sistemai yra ribotas.

1.5. Vynuogiu (Vitis vinifera) biologiSkai aktyvis junginiai ir
ju poveikis galvijams

Europos Sagjungai 2006 m. uzdraudus antibiotiky naudojimg augimui ska-
tinti, moksliniai tyrimai vis daugiau démesio skiria alternatyviy natiiralios
kilmés medZziagy paieskai, galin¢iy palaikyti gyviny sveikatingumg ir pro-
duktyvumg [71]. Viena perspektyviausiy tokiy medziagy grupiy yra augaly
sintetinami biologiskai aktyvls junginiai. Augalai sintetina gausyb¢ antriniy
metabolity, kuriems biidingos jvairios biologinés savybés, o daugelio jy tei-
giamas poveikis zmogaus ir gyviiny organizmui patvirtintas eksperimenti-
niais tyrimais. Nustatyta, kad Sie junginiai gali prisidéti prie oksidacinio stre-
so mazinimo, uzdegiminiy procesy slopinimo, imuninés sistemos funkcijy
palaikymo bei bendros organizmo homeostazés i§saugojimo tiek laboratori-
niuose, tiek jvairiy riasiy tikiniams gyvinams atliktuose tyrimuose [72—76].

I$ augaly antriniy metabolity grupiy didziausias mokslininky démesys ski-
riamas polifenoliams, kurie pasizymi stipriomis antioksidacinémis ir priesuz-
degiminémis savybémis [14, 56, 57, 77-79]. Vynuogés (Vitis vinifera) yra
gausus natiraliy fenoliniy junginiy Saltinis, o Sie junginiai aptinkami uogy
odelése, seklose ir minkstime [18]. Vynuogeés (Vitis vinifera) yra vieni pla-
Clausiai pasaulyje auginamy vaisiniy augaly. Kasmet pasaulyje uZauginama
daugiau kaip 78 mln. tony vynuogiy, i§ kuriy apie 47-57 proc. panaudojama
vyno gamybai [80]. Vynuogés iSsiskiria itin dideliu natiiraliy polifenoliy kie-
kiu ir laikomos vienu svarbiausiy $iy bioaktyviyjy junginiy Saltiniy augali-
niame maiste. Vynuogiy perdirbimo metu susidaro nemazas kiekis Salutiniy
produkty, pirmiausia vynuogiy iSspaudy, kurios dél jose islikusio didelio bio-
aktyviyjy junginiy kiekio gali biiti naudojamos kaip vertingas paSary priedas
tikiniy gyviiny mityboje [81-84]. Fenoliniy junginiy kiekis ir sudétis skirtin-
gose vynuogiy dalyse nevienodi. Vynuogiy iSspaudy, odeliy ir sékly fenoliniy
junginiy sudéties bei kiekio skirtumai pateikti 1.5.1 lentel¢je.
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1.5.1 lentelé. Vynuogiy isspaudy, odeliy ir sékly fenoliniy junginiy sudétis ir
kiekis (g/kg SM), adaptuota pagal Ospina—Romero ir kt. [85]

Fenoliniai junginiai ISspaudos Odelés Séklos
Bendras fenoliniy junginiy kiekis 19,0-40,5 20,2-52,3 36,6-88,7
Bendras taniny kiekis 39,1-105,8 44,9-73,0 62,3-167,8
Fenolinés rugstys 0,03-8,31 0,17-8,23 0,10-0,11
Katechinai 0,03 0-0,30 2,14-2,42
Epikatechinas 0-0,20 0-0,13 0,88-1,60
Epigalokatechinas 0-0,05 ND 0,05
Epigalokatechino galatas 0-0,007 ND 0,06-0,07
Epikatechino galatas 0,003 0,04 0,25-0,31
Procianidinas B1 0,11-0,60 0,18-0,60 0,14-0,17
Procianidinas B2 0,01-0,84 0,01-0,84 0,04-0,18
Antocianinai 11,47-29,82 11,47-29,82 ND
Bendras flavanoliy kiekis 0,03-0,63 ND 0,02-0,05

Pastaba: SM — sausoji medziaga; ND — nenustatyta.

Didziausias bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatomas vynuogiy séklo-
se —36,6—88,7 g/kg sausosios medziagos, palyginti su 20,2—-52,3 g/kg odelése
ir 19,0—40,5 g/kg iSspaudose (1.5.1 lentel¢). Séklos taip pat iSsiskiria dides-
niu bendru taniny, katechiny ir epikatechino kiekiu, o antocianinai biidingi
vynuogiy odeléms ir i¥spaudoms. Sie duomenys rodo, kad atskiros vynuogiy
dalys skiriasi ne tik bendru fenoliniy junginiy kiekiu, bet ir jy sudétimi [86].

Tiriant jvairiy veisliy vynuoges nustatyta, kad bendras fenoliniy jungi-
niy kiekis séklose kito nuo 261,79 iki 381,22 mg GAE/g sausosios masés, o
odelése — nuo 21,59 iki 36,52 mg GAE/g sausosios masés, todé¢l seéklose jy
buvo mazdaug 8—12 karty daugiau. Taip pat nustatyta labai stipri teigiama
koreliacija tarp bendro fenoliniy junginiy kiekio ir antioksidacinio aktyvumo
(DPPH: r = 0,926; ABTS: r = 0,987), patvirtinanti, kad fenoliniai junginiai
yra pagrindiniai vynuogiy antioksidacinio aktyvumo veiksniai [87]. Vynuo-
gése vyrauja flavonoidai — gausiausia polifenoliy grupé, atliekanti svarbias
apsaugines funkcijas augaluose, jskaitant antioksidacinj, antimikrobinj ir ap-
sauginj nuo ultravioletiniy spinduliy poveiki [88-91].

Atsizvelgiant | heterociklinio ziedo struktiirg, flavonoidai skirstomi | Se-
Sias pagrindines grupes: flavan—3—olius, flavonolius, antocianinus, flavo-
nus, izoflavonus ir flavanonus [92]. DidZiausig biologing reikSme turi tokie
junginiai kaip katechinai, epikatechinai, epigalokatechinai, kvercetinas, mi-
ricetinas, cianidinas, naringeninas, genisteinas ir daidzeinas, kuriy antioksi-
dacinés, prieSuzdegiminés bei imunomoduliacinés savybés placiai aprasytos
mokslinéje literaturoje [58,76,93]. Vynuogése aptinkami ir neflavonoidiniai
polifenoliai, i§ kuriy pagrindinéms grupéms priskiriami stilbenai ir fenoli-

23



nés riigStys [94]. Stilbenai augaluose veikia kaip fitoaleksinai — apsauginiai
junginiai, sintetinami reaguojant j patogeny ar kity aplinkos stresoriy povei-
kj. Geriausiai iStirtas Sios grupés junginys yra resveratrolis, kuris pasiZymi
stipriu antioksidaciniu, prieSuzdegiminiu ir citoprotekciniu poveikiu. Kiti
svarbiis stilbenai yra transpiceidas ir transviniferinai. Fenolinéms rtgstims
priskiriamos hidroksicinamono ir hidroksibenzenkarboksiriigstys, kurios taip
pat dalyvauja augalo apsaugos mechanizmuose nuo bakterijy, gryby ir vi-
rusy [93]. Pagrindiniai vynuogiy iSspaudose aptinkami fenoliniai junginiai
yra katechinai, proantocianidinai, flavonoliy glikozidai, fenolinés riigstys bei
antocianinai [95-98].

Vynuogiy ekstraktai — tai koncentruoti bioaktyviyjy junginiy preparatai,
gaunami ekstrahuojant vynuoges arba atskiras jy dalis — s¢klas, odeles ar i$-
spaudas. Ekstrakcijos metu i§ augalinés Zaliavos i$skiriami fenoliniai jungi-
niai, todel ekstraktuose jy koncentracija paprastai yra didesné nei pradinéje
zaliavoje. Ekstrakty cheminé sudétis priklauso nuo naudojamos vynuogiy
dalies, veislés ir ekstrakcijos metodo. Vynuogiy sékly ekstraktuose vyrauja
flavan—3—oliai ir proantocianidinai, o odeliy bei iSspaudy ekstraktuose aptin-
kama daugiau antocianiny ir kity flavonoidy. Dél koncentruoto bioaktyviyjy
junginiy kiekio ekstraktai gali biiti naudojami kaip standartizuoti augalinés
kilmés paSary priedai. D¢l didelés polifenoliy koncentracijos vynuogiy eks-
traktai pastaraisiais metais sulauké didelio mokslininky démesio kaip na-
tiral@is paSary priedai gyvulininkystéje. Juose esantys bioaktyviis junginiai
gali prisidéti prie oksidacinio streso mazinimo, imunings sistemos funkcijos
palaikymo ir palankios reprodukcinei funkcijai fiziologinés buklés palaiky-
mo [99-102]. Pastaraisiais metais atlikta nemazai tyrimy, kuriuose vertintas
vynuogiy kilmés produkty panaudojimas gyviny $érime, siekiant sumazin-
ti oksidacinio streso ir uzdegiminiy procesy neigiamg poveiki organizmui
[103—105]. Manoma, kad didelé polifenoliy koncentracija gali neutralizuoti
reaktyvigsias deguonies formas, apsaugoti lasteles nuo oksidaciniy pazeidi-
my bei prisidéti prie fiziologiniy funkcijy palaikymo jvairiy risiy tikiniams
gyvinams [106—108]. Vis délto iki Siol paskelbti tyrimy rezultatai skiriasi, o
duomenys apie vynuogiy kilmés produkty poveikj antioksidacinei sistemai ir
uzdegiminiams procesams iSlieka skirtingi, todél Sioje srityje reikalingi toles-
ni iSsam{is tyrimai. Be to, nustatyta, kad jie gali moduliuoti gimdos bakterijy
ir grybeliy sudétj bei skatinti palankig mikroorganizmy pusiausvyra, taip ne-
tiesiogiai prisidédami prie reprodukcinés sistemos funkcijos palaikymo [109].

Nors tam tikry polifenoliy randama ir pasariniuose augaluose, jy koncen-
tracija naturaliose ganyklose daZniausiai yra nedidelé¢ ir labai kintanti, todél
vien paSaru ne visada galima uztikrinti biologiskai aktyvy Siy junginiy kiekj
[79]. Dél sios priezasties vis dazniau tiriamos koncentruoty augaliniy ekstrak-
ty panaudojimo galimybés gyvuliy mityboje.
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Pereinamuoju laikotarpiu nuo vélyvojo verSingumo iki ankstyvosios lakta-
cijos kepenyse suintensyveja uzdegiminiai ir oksidaciniai procesai. Tai lemia
bakterinés kilmés komponentai, uzdegiminiai citokinai bei padidéjusi reakty-
viyjy deguonies formy gamyba. Siuos procesus dar labiau sustiprina dazniau-
siai po verSiavimosi pasitaikancios ligos — nuovaly uzsilaikymas, distokija,
endometritas, gimdos ar maksties iSkritimas [110-112]. Dél Siy priezasCiy
kepenyse aktyvuojamas timios fazés atsakas, vystosi uzdegiminiai procesai,
oksidacinis stresas bei endoplazminio tinklo (ET) patologijos, kurios neigia-
mai veikia ne tik karviy sveikatinguma, bet ir produktyvuma [53, 113-117].

Pastaraisiais metais vis daugiau tyrimy nagrinéja, ar vynuogiy kilmeés pro-
duktai gali sumazinti Siuos nepageidaujamus procesus. Gessner ir kt. [70]
tyré vynuogiy sékly ir iSspaudy milty, sudaranciy 1 proc. visaverc¢io paSaro
misinio, poveikj karviy organizmui pirmajg ir treciaja savait¢ po apsiversia-
vimo. Nors antioksidacinio pajégumo rodikliai, lipidy peroksidacijos produk-
ty (TBARS) koncentracija ir daugelio uzdegiminiy geny raiska statistiskai
reikSmingai nepakito, nustatyta mazesné fibroblasty augimo faktoriaus 21
(FGF21) ekspresija. Kadangi FGF21 laikomas metabolinio streso biomarke-
riu, autoriai padaré iSvada, kad vynuogiy ekstraktas gali sumazinti metabolinj
stresg ankstyvosios laktacijos metu [118, 119]. Kitame mokslininky grupés
tyrime buvo atlikta kepeny transkriptomo analizé pra¢jus vienai savaitei po
apsiverSiavimo [120]. Nustatyta, kad karviy, gavusiy vynuogiy sékly ir is-
spaudy ekstrakta, kepenyse sumazéjo geny, susijusiy su endoplazminio tinklo
stresu bei uzdegiminiais procesais, raiska. Be to, sumaz¢jo timios fazés bal-
tymy — serumo amiloido A ir haptoglobino — koncentracija kraujo plazmoje.
Sie rezultatai leidzia manyti, kad vynuogiy kilmés polifenoliai gali slopinti
uzdegiminj atsakg ir mazinti endoplazminio tinklo stresa pereinamuoju lai-
kotarpiu. PanaSius rezultatus pateiké Gorbert ir kt. [121], kurie pieninéms
karvéms skyré pasSara, papildyta sémeny aliejumi, vitaminu E ir augaliniu
polifenoliy ekstraktu, kuriame buvo ir vynuogiy komponenty. Tyrimo metu
sumazéjo plazmos lipidy jautrumas oksidacijai bei malondialdehido (MDA)
koncentracija. Vis délto autoriai pazyméjo, kad dél misrios ekstrakto sudéties
nebuvo galima tiksliai jvertinti, kokig dalj stebéto poveikio lémé biitent vy-
nuogiy polifenoliai.

Chedea ir kt. [122] analizavo 15 proc. vynuogiy iS§spaudy jtraukimo j ra-
ciong poveiki pieniniy karviy kraujo rodikliams bei pieno kokybei. Tyrimo
metu nustatyta padidéjusi polifenoliy koncentracija kraujo plazmoje, rodanti
gera $iy bioaktyviyjy junginiy pasisavinima. Taciau antioksidacinés sistemos
aktyvumas ir uzdegiminiai rodikliai Siame tyrime nebuvo vertinti, todél jy
poveikis organizmo oksidacinei biklei liko nejvertintas.

Signor ir kt. vertino vynuogiy sékly aliejaus poveikj Dzersio veislés te-
lyCioms postpartum laikotarpiu. Kasdien skiriant po 25 ml vynuogiy sékly
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aliejaus nustatyta mazesn¢ TBARS koncentracija ir didesnis bendras anti-
oksidacinis pajégumas kraujo plazmoje, taciau reikSmingo poveikio paSaro
suvartojimui ir pieno produkcijai nenustatyta [123].

Huang ir kt. tyré skirtingy doziy vynuogiy sékly ekstrakto poveikj pieni-
néms karvéms. Nors papildy naudojimas netur¢jo reikSmingos jtakos pasSa-
ro suvartojimui, superoksido dismutazés (SOD) ir glutationo peroksidazés
(GPx) aktyvumui, bendrajam antioksidaciniam pajégumui ar MDA koncen-
tracijai, maziausia tirlama dozé (20 mg/kg kiino masés per parg) reikSmingai
padidino pieno primilzj [124].

Urkmez ir Biricik tyré skirtingy doziy vynuogiy sékly ekstrakto (25, 50 ir
100 mg/kg kiino masés per parg) poveiki trijy dieny amziaus kars¢io stresg
patyrusiems verSeliams. Nustatyta, kad didéjant ekstrakto dozei reikSmingai
mazéjo malondialdehido (MDA) ir naviko nekrozes faktoriaus alfa (TNF—a)
koncentracija kraujo plazmoje, o superoksido dismutazes (SOD) aktyvumas
did¢jo. Kiti antioksidacinés sistemos bei uzdegimo rodikliai reikSmingy po-
ky¢iy neparodé. Autoriai padaré iS§vada, kad vynuogiy sékly ekstraktas gali
pagerinti antioksidacing apsaugg ir sumazinti uzdegiminj atsaka verseliy or-
ganizme [125].

Kity autoriy gauti rezultatai buvo kontraversiski. lannaccone ir kt. keturiy
ménesiy amziaus Fryzy veislés galvijams skirdami raciong, papildyta 10 proc.
vynuogiy iSspaudy miltais, nustaté padidéjusig IL—1 ir NF—«B signaliniy ke-
liy geny raiska kraujo lastelése, kas gali rodyti imuninés sistemos aktyvacija.
Taciau uzdegiminiy citokiny koncentracija Siame tyrime nebuvo vertinta, to-
dél siy pokyciy biologiné reikSmé iSlieka neaiski. Tuo paciu buvo nustatyta
mazesné¢ MDA koncentracija mésoje po septyniy pary laikymo, rodanti su-
maze¢jusig lipidy peroksidacija ir geresnj mésos oksidacinj stabiluma [127].

PrieSingus rezultatus pateiké Li ir kt., kurie 16 ménesiy amziaus Angus
veislés buliams 141 dieng skyré raciona, papildyta dziovintomis vynuogiy
iSspaudomis (100 arba 200 g/kg visavercio pasaro misinio). Tyrimo metu ne-
nustatyta reikSmingo poveikio nei reaktyviyjy deguonies formy, nei MDA
koncentracijai kraujo serume. Be to, didZiausia i§spaudy doz¢ sumazino vidu-
tin] paros svorio prieaug] ir pablogino pasary konversijos rodiklj [128].

Galima teigti, kad tyrimy, nagrinéjanciy vynuogiy kilmés produkty povei-
ki galvijams, vis dar yra nedaug. Dauguma jy rodo teigiamg poveikj antiok-
sidacinés sistemos aktyvumui, oksidacinio streso mazinimui bei imuniniam
atsakui, taciau poveikis augimo ir produktyvumo rodikliams néra panasis.
Gauti skirtumai gali biti susij¢ su naudojamy produkty chemine sudétimi,
polifenoliy koncentracija, papildy dozémis, Sérimo trukme, gyvuliy amZiumi
bei fiziologine bikle. Todél biitini tolesni tyrimai, siekiant jvertinti vynuogiy
produkty poveikj mésiniy galvijy reprodukcijai, ypac postpartum laikotarpiu,
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kai dé¢l padidéjusio oksidacinio streso ir uzdegiminiy procesy antioksidacine
apsauga tampa ypac svarbi.

1.6. Siuolaikinés reprodukcijos stebésenos technologijos mésinéje
galvijininkystéje

Reprodukcinés funkcijos gerinimas yra tik viena efektyvaus reprodukci-
jos valdymo dalis. Ne maziau svarbus veiksnys yra savalaikis rujos nustaty-
mas ir optimalus apvaisinimo laiko parinkimas, nuo kuriy tiesiogiai priklauso
apsivaisinimo sékmé bei bandos reprodukciniai rodikliai. Todél tradicinius
reprodukcijos stebésenos metodus vis dazniau papildo tiksliosios gyvulinin-
kysteés technologijos, leidzian¢ios objektyviai ir realiuoju laiku vertinti gy-
vuliy fiziologinius bei elgsenos pokyc¢ius. Tradiciniai reprodukcijos valdymo
metodai, kurie daugiausia remiasi vizualiniu rujos nustatymu ir apvaisinimu,
tampa vis neefektyvesni augant bandos dydziui. Subjektyvios diagnostinés
klaidos dar labiau padidina su Siais jprastais metodais susijusj neefektyvuma
[129]. Siekiant pasSalinti Siuos apribojimus, naudojamos paZangios stebéjimo
technologijos, kurios vaidina vis svarbesnj vaidmen] Siuolaikiniame galvijy
reprodukcijos valdyme. Jutikliy pagrindu veikiancios sistemos, tokios kaip
akselerometrai, leidzia realiuoju laiku stebéti galvijy aktyvumo lygj, patei-
kiant objektyvius duomenis, naudojamus rujai nustatyti, ir sumazinant pri-
klausomybg¢ nuo vizualinio stebéjimo. Be to, infraraudonyjy spinduliy ter-
mografija (IRT) sitlo neinvazinj metodg rujos pradziai nustatyti, aptinkant
subtilius kiino temperatiiros svyravimus, taip pagerinant apvaisinimo laiko
tikslumg ir bendrg reprodukcinj efektyvuma [130].

Nepaisant akivaizdziy Siy pazangiy technologijy privalumy, jy diegima
stabdo finansinés ir techninés klittys. Didelés pradinés investicijos ir spe-
cializuoty duomeny interpretavimo Zziniy poreikis gali apriboti platy diegi-
ma, ypa¢ mazuose ir vidutinio dydZio tikiuose. Ta¢iau nuolatiné technologijy
pazanga ir patogiy naudoti, ekonomisky sprendimy kiirimas gali pagerinti
prieinamuma, taip pagerinant reprodukcinj efektyvuma mésiniy galvijy pra-
mongje.

1.6.1. Rujos ciklo fiziologija

Rujos ciklas — tai fiziologiniy, hormoniniy ir morfologiniy pokyc¢iy vi-
suma, vykstanti karvés reprodukcingje sistemoje nuo vienos rujos iki kitos.
Nors Sie pokyciai veikia visg organizmg, rySkiausiai jie pasireiSkia repro-
dukciniuose organuose. Rujos ciklo eiga lemia daugybé tarpusavyje susiju-
siy veiksniy, tarp kuriy svarbiausi yra gyvulio mityba, laikymo technologija,
aplinkos salygos bei bendroji organizmo fiziologiné buklé [131].
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Normaliomis fiziologinémis salygomis karviy rujos ciklas kartojasi kas
17-24 dienas, taiau jo trukmé gali skirtis priklausomai nuo gyvulio amziaus,
veislés, produktyvumo bei aplinkos veiksniy. Rujos ciklas laikomas norma-
liu, kai ruja pasireiskia ne dazniau kaip kas 17 dieny ir ne reciau kaip kas 24
dienas. Sj cikla reguliuoja sudétinga neuroendokrininé sistema, kurios pa-
grindiniai reguliaciniai centrai yra pagumburis, hipofizé ir kiausidés. Hipofi-
z¢ i8skiria folikulus stimuliuojant; hormong (FSH) ir liuteinizuojant] hormo-
ng (LH), kurie koordinuoja folikuly augima, jy brendimg bei ovuliacijg. FSH
skatina pirminiy ir antriniy folikuly vystymasi, o dominuojantis folikulas sin-
tetina estradiolj, kuris lemia rujai budingy elgsenos ir fiziologiniy poZymiy
pasireiskimg bei didina reprodukciniy organy kraujotaka. Ovuliacijos metu
plySus subrendusiam folikului jo vietoje formuojasi geltonkiinis, gaminantis
progesterong — hormona, biiting ver§ingumo palaikymui ir normaliai repro-
dukcingés sistemos funkcijai uztikrinti [131].

Rujos metu karvéms pasireiskia specifiniai elgsenos poky¢iai, kurie nau-
dojami reprodukcinei biiklei jvertinti. Literatiroje Siy poZymiy aprasymas
gali Siek tiek skirtis, priklausomai nuo taikyty tyrimo metody ir vertinimo
kriterijy. Vieni biidingiausiy rujos poZymiy yra padid¢jes gyvulio aktyvu-
mas, neramumas, daznesnis kity karviy uostin¢jimas, smakro atrémimas |
kity gyvuliy nugarg, Flehmeno reakcija bei bandymai uzSokti ant kity bandos
gyvuliy [132]. Be $iy pozymiy, rujos metu karvéms biidingas intensyvesnis
laizymasis, trynimasis ] kitus gyvulius ar aplinkos objektus, padidéjes agre-
syvumas, suvelti ar paSiausti uodegos gumburo plaukai ar purvina ketera, ne-
rimas. Rujojancios karvés laiko padéjusios galva ant kitos karvés pasturgalio,
vaiksto patvory, uostinéja arba laiZo kitas karves [133]. Patikimiausias rujos
pozymis yra, kai karvé leidziasi kitoms karvéms ant jos Sokti ir Sokimo ant
jos metu stovi — tai yra tinkamiausias vaisingo periodo pozymis. Sis pozymis
laikomas svarbiausiu nattiraliu reprodukcinio ciklo indikatoriumi.

Vidutiné aktyvios rujos trukmé karvéms paprastai siekia 15—-18 valandy,
nors bendras rujos laikotarpis gali svyruoti nuo 8 iki 30 valandy . Per vieng
rujos ciklg karvé vidutiniskai leidzia ant jos uzSokti arba pati uzSoka ant kity
gyvuliy 20-55 kartus, o vieno tokio kontakto trukmé paprastai siekia 3—7
sekundes [134]. Nustatyta, kad didzioji dalis rujos elgsenos pozymiy pasireis-
kia vakare ir naktj — nuo 18 iki 6 valandos ryto, kai uzregistruojama apie 68
proc. visy uzSokimy [135].

Nors daugeli rujos pozymiy galima nustatyti vizualiai stebint gyvuliy elg-
seng, dalis fiziologiniy ir elgsenos pokyciy yra subtiliis, trumpalaikiai arba
pasireiskia naktj, todél praktinémis tikiy salygomis jie daZnai lieka nepastebeé-
ti. Dél Sios priezasties vis placiau taikomos Siuolaikinés tiksliosios gyvulinin-
kystés technologijos, leidzianc¢ios objektyviai ir nepertraukiamai registruoti
gyvuliy aktyvumo pokyc¢ius. Aktyvumo jutikliai, akselerometrai, pedometrai
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bei kitos iSmaniosios stebésenos sistemos leidzia tiksliai nustatyti padidéjusj
judéjimo intensyvuma, zingsniy skaiciaus poky¢ius ir kitus elgsenos parame-
trus, kurie badingi rujos laikotarpiui. Siy technologijy taikymas padidina ru-
jos nustatymo tiksluma, leidZia parinkti optimaly séklinimo laikg ir prisideda
prie reprodukciniy rodikliy gerinimo.

1.6.2. Moderniosios rujos nustatymo technologijos

Tikslus ir savalaikis rujos nustatymas yra viena svarbiausiy efektyvaus
galvijy reprodukcijos valdymo salygy. Nors daugelyje tikiy vizualus gyvuliy
stebéjimas islieka dazniausiai taikomu rujos nustatymo metodu, jo efektyvu-
ma riboja trumpa stebéjimo trukme, zmogiSkasis faktorius bei ne visuomet
ryskiai pasireiSkiantys rujos pozymiai. Ypac¢ sudétinga nustatyti pirmaja ruja
po verSiavimosi, nes pirmoji ovuliacija gali jvykti nepasireiSkus aiSkiems ru-
jos elgsenos pozymiams. Tokia buklé vadinama tyligja ruja — tai ovuliacija,
vykstanti be nustatomy elgseniniy rujos pozymiy [136]. Nustatyta, kad po
apsiversSiavimo iki 42 proc. karviy pasireiskia tylioji ruja, todél vien vizualus
steb¢jimas daznai neuztikrina pakankamo rujos nustatymo tikslumo [137].

Siekiant padidinti reprodukcijos valdymo efektyvuma, vis placiau taiko-
mos automatinés gyvuliy stebésenos ir rujos nustatymo sistemos. Jos leidzia
nuolat registruoti fiziologinius ir elgsenos rodiklius bei sumazinti subjekty-
vaus vertinimo jtaka. Pagal registruojamus rodiklius ir taikoma technologija
Sias sistemas galima suskirstyti i aktyvumo ir akselerometrijos, atrajojimo
registravimo, kiino temperattiros registravimo, RFID (radijo daznio atpazi-
nimo technologija) ir lokalizacijos, infraraudonyjy spinduliy termografijos
(IRT) bei daugiaparametrines sistemas. Duomenims interpretuoti vis placiau
taikomi ir dirbtinio intelekto bei maSininio mokymosi metodai, leidZiantys
analizuoti vieno ar keliy jutikliy generuojamus duomenis ir automatiskai
identifikuoti rujai biidingus poky¢ius [22, 30, 134, 138]. Pagrindinés rujos
nustatymui taikomos technologijos, jy registruojami rodikliai, privalumai ir
trukumai apibendrinti 1.6.2.1 lenteléje.
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1.6.2.1 lentelé. Rujos nustatymui taikomy technologijy charakteristikos

. Registruojamas| Pagrindinis Pagrindinis | Taikymas rujos
Technologija T . > .
rodiklis privalumas triikkumas nustatymui
Vizualinis Mazos Priklauso nuo e
Elgsena . . X Vidutinis
stebéjimas investicijos darbuotojo
Pedometras Zingsniai / Paprastgs, Mavzas Geras
aktyvumas nepertraukiamas | specifiSkumas
3D judéjimas, Kaina, .
e Geras—labai
Akselerometras guléjimas, Daug parametry duomeny oras
stovéjimas analizé &
. _ Nuolatinis -
Intrarumeninis Temperatiira, . - Invazinis
. . fiziologinis e . Geras
boliusas aktyvumas ir kt. .2 idéjimas, kaina
monitoringas
Pavirsiaus Bekontaktis . Labai .
IRT _ priklauso nuo Papildomas
temperatiira metodas .
aplinkos
Daugiaparametre Elgsena + Kompleksinis Algontm U Potencialiai
: ; .. . validavimo .
DI sistema fiziologija vertinimas o labai geras
poreikis

Aktyvumo ir akselerometrijos sistemos. Dauguma automatiniy rujos
nustatymo sistemy remiasi fizinio aktyvumo stebésena, nes rujos laikotarpiu
daZnai padidéja gyvulio judrumas. Dazniausiai naudojami ant kaklo arba ga-
luniy tvirtinami akselerometrai, registruojantys judé¢jimo intensyvuma ir ak-
tyvumo pokycius. Ant galiiniy tvirtinami jutikliai taip pat gali suteikti infor-
macijos apie stovejimo, guléjimo ir judéjimo trukme. Nuolatiné Siy rodikliy
stebésena leidzia nustatyti individualaus gyvulio jprasto aktyvumo pokyc¢ius
ir identifikuoti rujai budingg aktyvumo padidéjima [139-143]. Integruojant
aktyvumo duomenis su bandos valdymo sistemomis galima tiksliau parinkti
séklinimo laikg ir efektyviau valdyti reprodukcija.

Atrajojimo registravimo sistemos. Rujos nustatymui gali biiti naudojami
ir atrajojimo bei pasaro vartojimo pokyciai. Kai kurios komercinés stebése-
nos sistemos kartu su fiziniu aktyvumu registruoja atrajojimo trukme, pasaro
vartojimo intensyvuma ir kitus elgsenos rodiklius [139—143]. Siy parametry
vertinimas kartu su aktyvumo pokyciais gali suteikti papildomos informaci-
jos apie gyvulio fiziologinés biiklés poky¢ius ir padéti identifikuoti reproduk-
cinio ciklo poky¢ius.

Kiino temperatiiros registravimo sistemos. Kiino temperatiiros poky¢iai
taip pat gali biiti naudojami kaip papildomas reprodukcinés biklés rodiklis.
Temperatira gali biiti registruojama skirtingose kiino vietose arba naudojant
vidinius jutiklius, o nuolatiné jos stebésena leidzia vertinti individualius tem-
peratiiros svyravimus ir jy sasajas su reprodukcinio ciklo fazémis [30, 134,

30



138]. Kadangi kiino temperatiirai jtakos gali turéti ne tik reprodukciné bikle,
bet ir aplinkos temperatiira, fizinis aktyvumas, vandens vartojimas ir svei-
katos biikle, Sio parametro interpretavimas yra ypac aktualus kartu su kitais
fiziologiniais ir elgsenos rodikliais.

RFID ir lokalizacijos sistemos. RFID technologijos pirmiausia naudo-
jamos individualiam gyvuliy identifikavimui ir jy susiejimui su automatis-
kai registruojamais duomenimis. Integravus RFID su lokalizacijos ir bandos
valdymo sistemomis galima registruoti gyvulio buvimo vieta, judéjimg tarp
skirtingy fermos zony, apsilankymus prie $érykly ir girdykly bei kitus elgse-
nos parametrus. Tokia informacija gali papildyti aktyvumo stebéseng ir biiti
naudojama reprodukcinés biiklés pokyciams vertinti.

Infraraudonyjy spinduliy termografija (IRT). IRT yra nekontaktinis
metodas, leidZiantis registruoti kiino pavirSiaus temperatiiros pasiskirstyma
ir jo pokycius. Reprodukcinio ciklo metu vykstantys fiziologiniai ir hormo-
niniai poky¢iai gali biiti susije su periferinés kraujotakos ir pavirSinés tempe-
ratiros kitimu, todél IRT vertinama kaip potencialus papildomas rujos nusta-
tymo metodas. Sios technologijos privalumas yra galimybé atlikti matavimus
be tiesioginio kontakto su gyvuliu, taciau rezultatams jtakos gali turéti aplin-
kos salygos ir pasirinkta matavimo sritis [22].

Daugiaparametrinés sistemos. Kadangi né vienas atskirai registruojamas
rodiklis néra specifiskas tik rujai, vis daugiau Siuolaikiniy sistemy vienu metu
analizuoja kelis fiziologinius ir elgsenos parametrus. Tokios sistemos gali in-
tegruoti aktyvumo, atrajojimo, kiino temperatiiros, vandens suvartojimo, lo-
kalizacijos ar kitus duomenis. Keliy nepriklausomy rodikliy derinimas sudaro
galimybes kompleksiSkiau vertinti gyvulio biikle ir sumazinti klaidingy rujos
nustatymo atvejy tikimybe [22, 30, 134, 138].

Dirbtinio intelekto ir masSininio mokymosi metodais pagrista duome-
ny analizé. Tiksliosios gyvulininkystés technologijy plétra vis labiau siejama
su dirbtinio intelekto ir maSininio mokymosi metody taikymu. Skirtingai nuo
atskiry jutikliy technologijy, Sie metodai pirmiausia naudojami surinktiems
duomenims analizuoti ir interpretuoti. Jie leidzia apdoroti didelius 1§ skir-
tingy jutikliy gaunamy duomeny kiekius ir automatiSkai identifikuoti rujai
budingus elgsenos bei fiziologiniy rodikliy derinius. Michelena ir kt. [22]
nurodo, kad modernios stebésenos sistemos gali integruoti akselerometry,
infraraudonyjy spinduliy termografijos kamery bei temperatiros jutikliy duo-
menis, sudarydamos galimyb¢ kompleksiSkai vertinti reprodukcing gyvulio
biiklg. MasSininio mokymosi algoritmai gali biiti naudojami rujai klasifikuoti,
jos pradZziai prognozuoti ir automatiniams perspéjimams generuoti [22].

Nepaisant automatiniy stebésenos sistemy pazangos, tikslus rujos nusta-
tymas iSlieka aktualia problema. Atskiry jutikliais registruojamy rodikliy po-
kyc¢iai néra biidingi tik rujai, nes gyvuliy aktyvumui, atrajojimui ir kiino tem-
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peratiirai jitakos gali turéti sveikatos buklé, aplinkos salygos, Sérimas, stresas
ir individualios gyvulio savybés. Be to, automatiniy sistemy rujos nustatymo
tikslumas priklauso nuo naudojamo jutiklio, duomeny registravimo daznio ir
taikomo algoritmo, todél skirtingomis sglygomis jy jautrumas ir specifisku-
mas gali skirtis. Ypac sudétingas iSlieka silpnai iSreikStos arba tyliosios rujos
nustatymas, kai elgsenos pokyciai yra nezymis ir vien aktyvumo duomeny
gali nepakakti patikimam rujos identifikavimui. Todeél aktualu vertinti keliy
fiziologiniy ir elgsenos rodikliy derinius bei ieSkoti metody, leidZian¢iy padi-
dinti rujos nustatymo tiksluma.

1.6.3. Pedometrai ir akselerometrai

Pedometrai ir akselerometrai yra vienos placiausiai taikomy tiksliosios gy-
vulininkystés technologijuy, skirty galvijy rujos nustatymui. Siy jutikliy veiki-
mas pagrjstas nuolatiniu gyvuliy fizinio aktyvumo registravimu, tod¢l galima
objektyviai jvertinti elgsenos poky¢ius, budingus rujos laikotarpiui. Nustaty-
ta, kad rujos metu karviy judéjimo intensyvumas reikSmingai padidéja, todél
aktyvumo pokyciai laikomi vienu patikimiausiy reprodukcinés buklés rodi-
kliy [143].

Pedometrai registruoja gyvulio zingsniy skaiciy ir leidzia nustatyti padi-
déjusj aktyvuma, susijusj su rujos pradzia. Tyrimai parod¢, kad radiotele-
metriniai pedometrai gali tiksliai identifikuoti rujg Japonijos juodyjy galvijy
veislés karvems, nustatydami reik§mingg zingsniy skaiciaus padidéjimg tiek
iprastos, tiek tyliosios rujos metu [143]. PanasSius rezultatus pateiké Yoshioka
ir kt., kurie patvirtino, kad pedometrai yra patikima priemoné rujos nustaty-
mui, analizuojant gyvuliy aktyvumo pokyc¢ius [144]. Tikslus rujos nustaty-
mas leidzia optimaliai parinkti s¢klinimo laikg ir taip padidinti reprodukcinj
efektyvuma bei ekonominj mésiniy galvijy auginimo efektyvuma.

Akselerometrai suteikia galimybe iSsamiau jvertinti gyvuliy elgseng ir
fiziologine biikle. Sie jutikliai registruoja judéjimo intensyvuma bei krypti
trimat¢je erdvéje, todéel leidzia ne tik nustatyti bendrg aktyvuma, bet ir ana-
lizuoti konkrecius elgsenos modelius. Richeson ir kt. pabrézé trijy asiy ak-
selerometry svarbg nuolatinei galvijy elgsenos stebésenai, kuri leidzia anksti
nustatyti sveikatos sutrikimus, Slubavimg bei reprodukcinei buklei budingus
pokycius [145]. Robért ir kt. nustaté, kad belaidziai akselerometrai leidzia
tiksliai registruoti gul¢jimo ir stovejimo trukme, vaiks€iojimo intensyvuma
bei poilsio laiko pokycius, kurie laikomi svarbiais gyvuliy geroves ir repro-
dukcinés buklés rodikliais. Pastebéta, kad rujos metu mazéja poilsio trukme,
o stovejimo ir jud¢jimo laikas reikSmingai padidéja [146].

Naujausios aktyvumo stebésenos sistemos integruoja radijo daznio identi-
fikavimo (RFID) technologijas, leidziancias nepertraukiamai registruoti gy-
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vuliy aktyvuma ir poilsj. Fromm ir kt. parod¢, kad ultragarsinio auksto daznio
RFID sistemos leidZia nustatyti net ir nedidelius aktyvumo poky¢ius, susi-
jusius su skirtingomis rujos ciklo fazémis, todél suteikia galimybe anksciau
nustatyti rujg ir laiku priimti reprodukcijos valdymo sprendimus [147].

Daugelis autoriy pabrézia, kad aktyvumo stebésenos technologijos yra
naudingos ne tik reprodukcijos valdymui, bet ir bendrai gyvuliy sveikatos ste-
bésenai. Nuolatinis aktyvumo, vandens suvartojimo, elgsenos registravimas
leidZia anksti nustatyti nukrypimus nuo fiziologinés normos, jvertinti gyvuliy
gerove bei operatyviai koreguoti bandos valdymo sprendimus, taip mazinant
galimus ekonominius nuostolius [26, 27, 147—-149].

Pastaraisiais metais vis didesn¢ reik§me jgauna nesSiojamieji jutikliai, lei-
dziantys realiuoju laiku registruoti jvairius fiziologinius rodiklius ir nuotoliniu
budu stebeti reprodukceing gyvuliy bukle. Automatizuotas duomeny rinkimas
ir analiz¢ sumazina subjektyvaus vertinimo jtakg bei leidZia greitai priim-
ti sprendimus dél optimalaus séklinimo laiko [150]. Vis d¢lto skirtingy tipy
jutikliai registruoja nevienodus parametrus, todél jy efektyvumas priklauso
nuo pasirinktos technologijos. Ant kaklo ar galtiniy tvirtinami akselerometrai
ypac tiksliai registruoja padidé€jus;j fizinj aktyvuma, neramumag ir kitus rujos
metu pasireiSkiancius elgsenos pokyc¢ius.

Did¢jant surenkamy duomeny kiekiui, vis daZniau taikomi dirbtinio inte-
lekto ir masininio mokymosi metodai. Neethirajan ir kt. parodé¢, kad elgsenos
ir fiziologinius parametrus registruojanciy jutikliy integravimas su pazangiais
duomeny analizés algoritmais leidzia nustatyti subtilius, ta¢iau nuosekliai pa-
sikartojan¢ius rujos pradzios poZymius, tod¢l reikSmingai padidéja rujos nu-
statymo tikslumas ir reprodukcinis efektyvumas [151].

Svarbig vieta Siuolaikingje reprodukcijos stebésenoje uzima ir elektroninai
boliusai. Nustatyta, kad ,,Smaxtec* sistema, registruojanti didZiojo prieskran-
dzio temperatiirg ir aktyvuma, leidzia nustatyti fiziologinius poky¢ius, vyks-
tandius pries ruja ir jos metu. Sios technologijos taikymas padeda sumaZinti
séklinimo indeksa, sutrumpinti laikotarpj nuo apsiverSiavimo iki séklinimo
bei pagerinti bendrg reprodukcin; efektyvuma [149]. Be to, nustatyta, kad
naudojant boliusus maz¢ja aborty daznis bei brokavimo dél reprodukciniy
ligy atvejy skaicius, todél geréja bandos ekonominiai rodikliai [152].

Jutikliy pasirinkimas priklauso nuo tikio tipo, bandos dydzio, gyvuliy lai-
kymo salygy bei reprodukcijos valdymo tiksly. Ukiuose, kuriuose taikoma
intensyvi galvijy auginimo technologija ir gyvuliai didZiajg laiko dalj laikomi
uzdarose patalpose, efektyviai naudojami jvairiis aktyvumo, atrajojimo, kiino
temperatiiros ir lokalizacijos jutikliai, kuriy registruojami duomenys realiuo-
ju laiku perduodami i bandos valdymo programas. Tuo tarpu ekstensyviuose
mésiniy galvijy tkiuose, kuriuose gyvuliai didzigjg mety dal; ganomi dide-
lése teritorijose, vizuali stebésena yra apsunkinta, todél ypac svarbu naudoti
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patvarius, autonomiskai veikian¢ius ir minimalios prieZiiiros reikalaujancius
jutiklius. Tokios sistemos turi biti atsparios aplinkos veiksniams, uZztikrinti
ilgg baterijos veikimo laikg ir patikima duomeny perdavima net esant ribotam
rySio prieinamumui [23].

1.6.4. Infraraudonyjy spinduliy termografija reprodukcijos
stebésenai

Infraraudonyjy spinduliy termografija (IRT) yra viena sparciausiai tobulé-
janéiy neinvaziniy technologijy, taikomy galvijy fiziologiniy ir reprodukciniy
procesy stebésenai. Sis metodas leidzia nuotoliniu biidu registruoti kiino pa-
virSiaus temperatiiros pokycius ir jvertinti fiziologinius procesus, nesukeliant
gyvuliui papildomo streso ar diskomforto. Pirmieji tyrimai, nagrinéj¢ kiino
temperattiros pokycius rujos ciklo metu, buvo atlikti dar XX a. viduryje ir
sudaré prielaidas tolimesnei termografijos taikymo reprodukcijos tyrimuose
plétrai [153].

Tradiciniai kiino temperatiiros matavimo metodai, pavyzdziui, tiesiosios
zarnos temperatiiros registravimas skaitmeniniais termometrais, pasiZymi
pakankamu tikslumu, taciau jy taikymas yra invazinis, reikalauja tiesioginio
kontakto su gyvuliu ir gali sukelti papildomg stresa. Be to, matavimo rezulta-
tams jtakos turi gyvulio fiksavimo biidas, matavimo laikas bei kiti procediiri-
niai veiksniai [154, 155]. Dél $iy priezasCiy pastaraisiais metais vis daugiau
démesio skiriama infraraudonyjy spinduliy termografijai, kuri leidZia greitai,
bekontakc¢iu budu ir realiuoju laiku registruoti net nedidelius kiino pavirSiaus
temperattros pokycius.

Viena svarbiausiy IRT taikymo sri¢iy yra rujos nustatymas. Periferinés
kiino temperatiiros pokyciai, ypa¢ vulvos ir akiy srityse, yra susij¢ su rujos
metu vykstanc¢iais endokrininiais pokyciais, kurie skatina vietinés kraujo-
takos suintensyvejimg ir kraujagysliy iSsiplétima [25, 33]. D¢l $iy fiziolo-
giniy poky¢iy infraraudonyjy spinduliy termografija leidZia neinvaziskai
registruoti pavirS§inés temperatiros kitimus, kurie gali buti naudojami kaip
papildomi rujos diagnostikos rodikliai. Akiy pavirSiaus temperatiira taip pat
laikoma sisteminés fiziologinés ir metabolinés biiklés indikatoriumi, atspin-
dinc¢iu organizmo atsakg j stresg, uzdegiminius procesus ir termoreguliacijos
poky¢ius [130]. Tod¢l termografiniy duomeny analize kartu su gyvuliy elgse-
nos rodikliais suteikia i§samesne informacija apie reprodukcinio ciklo metu
vykstancius fiziologinius pokycius ir gali padidinti rujos nustatymo tiksluma.
Nustatyta, kad rujos metu karviy vulvos pavirsiaus temperatiira padidéja, pa-
lyginti su nerujojanciomis karvémis, todeél Sis rodiklis gali buti taikomas kaip
papildoma priemoné¢ reprodukcinei biiklei jvertinti [156].
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Marquez ir kt. nustate, kad rujos laikotarpiu karviy akiy ir vulvos pavir-
Siaus temperatiira padidéja, o infraraudonyjy spinduliy termografija kartu su
elgsenos rodikliy analize leidzia tiksliau nustatyti rujos pradzig ir optimizuoti
séklinimo laikg [156]. Nustatyta, kad likus mazdaug dviem paroms iki rujos
pradzios kiino temperatiira Siek tiek sumazéja, o prie§ pat ovuliacija, sutam-
pant su liuteinizuojan¢io hormono (LH) koncentracijos padidéjimu, staiga
padidéja [157]. Sie temperatiiros poky¢iai glaudziai susije su hormoniniais ir
elgsenos poky¢iais, todél jy stebésena leidzia tiksliau prognozuoti ovuliacijos
laikg ir parinkti optimaly séklinimo momenta. Vis délto vien tik temperattiros
matavimas ne visada uztikrina pakankamg tiksluma, nes temperatiiros kiti-
mus gali lemti ir kiti fiziologiniai ar aplinkos veiksniai. D¢l Sios priezasties
rekomenduojama termografinius duomenis vertinti kartu su aktyvumo ste-
bésenos rezultatais, reprodukciniais jrasais ar kitais fiziologiniais rodikliais
[158].

Be rujos nustatymo, infraraudonyjy spinduliy termografija vis dazniau
taikoma ankstyvai verSingumo diagnostikai. Tyrimai parodé¢, kad akiy, snu-
kio, Sony ir vulvos sri¢iy temperatiiros skirtumai leidzia atskirti verSingas
ir neverSingas karves jau pra¢jus mazdaug 24 dienoms po séklinimo [159].
Ankstyvas verSingumo nustatymas suteikia galimybe¢ operatyviai planuoti
pakartotinj s¢klinima, efektyviau valdyti reprodukcinius procesus bei didinti
bandos reprodukcinj efektyvuma.

IRT gali buti taikoma ir reprodukcinés sistemos patologijy diagnostikai.
Nustatyta, kad gimdos uzdegimai, tokie kaip metritas ar endometritas, bei kai
kurie kiausSidziy funkcijos sutrikimai sukelia lokalius temperatiiros pokycius,
kuriuos galima registruoti termografinémis kameromis dar prie§ pasireiSkiant
rySkiems klinikiniams pozymiams [160]. Tokia ankstyva diagnostika leidZia
laiku taikyti gydyma ir sumazinti reprodukciniy ligy daroma neigiama povei-
kj bandos produktyvumui. Be to, termografija taikoma ir buliy reprodukci-
niam potencialui vertinti, analizuojant kapselio temperatiirg bei jos pasiskirs-
tyma, kurie atspindi séklidziy funkcijg ir spermos kokybe [161].

Ivairiis autoriai patvirtino, kad infraraudonyjy spinduliy termografija gali
buti sekmingai taikoma skirtingy veisliy galvijams. Radigonda ir kt. nusta-
té, kad vulvos temperatiiros pokyciai leidzia patikimai nustatyti ruja Braford
veislés karvéms [162]. Ozaki ir kt. parodé, kad Japonijos Juodyjy karviy akiy,
vulvos ir dubens srities temperatiiros stebésena leidzia prognozuoti ovuliacija
net ir silpnai pasireiSkus rujos poZymiams, nors metodo tikslumas mazéja
esant folikulinéms cistoms [163]. Kiti autoriai nustaté, kad vulvos tempe-
ratiira tiksliau atspindi hormoninius rujos ciklo pokycius nei akiy ar snukio
temperatiira, kuri labiau priklauso nuo bendros kiino temperattros ir aplinkos
salygy [164]. Taip pat jrodyta, kad termografiné akiy temperatiiros analizé
gali biiti naudojama ne tik reprodukcijai, bet ir bendrai gyvuliy sveikatos bei
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geroves stebésenai [165]. Kang ir kt. parode, kad termografinés sistemos,
kartu analizuojancios gyvuliy aktyvuma ir paSaro suvartojima, leido tiksliai
nustatyti rujg Hanwoo veislés mésiniams galvijams [166].

Nepaisant didelio diagnostinio potencialo, infraraudonyjy spinduliy ter-
mografijos taikymas turi ir tam tikry apribojimy. Kiino pavirSiaus temperatii-
rg veikia daugybé fiziologiniy veiksniy, tokiy kaip kraujotakos intensyvumas,
audiniy metabolinis aktyvumas, odos storis, plauky danga, odos pigmentacija
bei poodiniy riebaly sluoksnis [167]. Be to, matavimy tikslumui didelg¢ jtaka
daro aplinkos temperatiira, oro drégmé, véjas, tiesioginé saulés spinduliuoté
bei odos pavirSiaus uzterStumas. Tod¢l, siekiant uztikrinti patikimus rezulta-
tus, butina standartizuoti matavimo salygas ir taikyti vienodus tyrimo proto-
kolus [162, 167].

1.7. Inovatyviu technologijy taikymo apribojimai ir gyviiny gerové

Nors tiksliosios gyvulininkystés technologijos reikSmingai pagerina rujos
nustatymo tikslumg ir reprodukcijos valdyma, jy taikymas praktinémis saly-
gomis susiduria su tam tikrais techniniais ir organizaciniais i$Sukiais. Vienas
svarbiausiy apribojimy yra jutikliy patikimumas bei ilgaamziSkumas, ypac
ekstensyviuose mésiniy galvijy tkiuose, kur gyvuliai nuolat veikiami jvairiy
aplinkos salygy. Drégmé, dulkés, temperatiiros svyravimai ir mechaniniai pa-
zeidimai gali sumazinti jutikliy veikimo tiksluma bei sutrumpinti jy eksploa-
tacijos laika [168].

Dauguma Siuolaikiniy stebésenos sistemy pagristos belaidziu duomeny
perdavimu, todél jy veikimas priklauso nuo stabilaus interneto rysio ir elek-
tros tiekimo. Atokiose vietovése rysio trikdziai gali apsunkinti nepertraukia-
ma duomeny registravimg ir sumazinti stebésenos efektyvuma. Nors kuriami
autonominiai, saulés energija maitinami jrenginiai, jy diegimg vis dar riboja
ekonominiai ir techniniai veiksniai [168].

Svarbi problema iSlieka ir jutikliy tvirtinimas prie gyvulio. Ant kaklo, ga-
ltniy ar kitose kiino vietose pritvirtinti jutikliai d¢l natiiralaus galvijy elgesio
gali biiti mechaniskai pazeidziami, pasislinkti arba nukristi, todél ne visada
uztikrinamas nenutriikstamas ir tikslus duomeny registravimas [168]. Be to,
daugumos nesiojamyjy jutikliy veikima riboja baterijy talpa, tod¢l ilgalaike
stebésena didelése bandose reikalauja periodinés prieziiiros, baterijy keitimo
ar ijkrovimo, o tai didina darbo sanaudas ir eksploatacijos iSlaidas.

Nepaisant spartaus technologijy vystymosi, automatinés rujos nustatymo
sistemos negali visiSkai pakeisti gyvuliy steb¢jimo. Rujos nustatymo tikslu-
ma gali maZzinti netinkamas jutikliy kalibravimas, individualiis gyvuliy elgse-
nos skirtumai bei nepakankamai tiksliis duomeny analizés algoritmai. Todél
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jutikliy registruojami duomenys turéty buti vertinami kartu su kitais repro-
dukciniais ir klinikiniais rodikliais [169].

Diegiant tiksliosios gyvulininkystés technologijas svarbu uZztikrinti, kad jy
taikymas nedaryty neigiamo poveikio gyviiny gerovei. Netinkamai parinkti
arba netinkamai pritvirtinti jutikliai gali sukelti diskomforta, pakeisti natt-
ralig gyvuliy elgseng ar padidinti traumy rizikg. Todél technologijy diegimas
turi biiti grindziamas ne tik techniniu efektyvumu, bet ir gyviny gerovés
gerinti reprodukcijos valdyma, kartu iSsaugant gyviny sveikata, komfortg ir
gerove [168—170].

Apibendrinant literatiiros apzvalga galima teigti, kad mésiniy galvijy re-
produkcinis efektyvumas priklauso nuo daugelio tarpusavyje susijusiy fizi-
ologiniy, metaboliniy ir valdymo veiksniy. Viena svarbiausiy sékmingos re-
produkcijos prielaidy yra savalaikis reprodukcinés sistemos atsistatymas po
apsiverSiavimo, kurj lemia gimdos involiucija, kiausidziy veiklos atsinaujini-
mas, hormony pusiausvyra, verSelio zindymas, mitybos biiklé bei oksidacinio
streso intensyvumas. Vis daugiau moksliniy tyrimy rodo, kad postpartum lai-
kotarpiu svarby vaidmen; atlieka ne tik endokrininiai procesai, bet ir gimdos
mikrobiota bei organizmo oksidaciné biikle, kurios gali turéti tiesioging jtakg
reprodukcinés funkcijos atsiktirimui.

Pastaraisiais metais didelis démesys skiriamas augalinés kilmés bioakty-
viesiems junginiams, ypa¢ vynuogiy kilmés polifenoliams, pasizymintiems
antioksidaciniu, prieSuzdegiminiu ir imunomoduliaciniu poveikiu. Nors dau-
guma tyrimy rodo teigiama jy itakg antioksidacinés sistemos aktyvumui bei
uzdegiminiy procesy mazinimui, duomenys apie poveikj galvijy reprodukci-
jai, ypa¢ mésiniy karviy laikotarpiu po apsiverSiavimo, iSlieka riboti ir nevie-
nareik§miai. Be to, iki $iol triikksta tyrimy, kuriuose biity kompleksiskai ver-
tinamas polifenoliy poveikis reprodukciniams rodikliams kartu analizuojant
fiziologinius, hormoninius ir elgsenos pokycius.

Literattiros duomenys taip pat rodo, kad vien reprodukcinés funkcijos
gerinimo nepakanka — ne maziau svarbu tiksliai ir laiku nustatyti rujg. Dél
to Siuolaikingje mésingje galvijininkystéje vis placiau taikomos tiksliosios
gyvulininkystés technologijos, leidzian¢ios neinvaziskai ir nepertraukiamai
stebéti gyvuliy fiziologinius bei elgsenos pokycius. Aktyvumo jutikliai, inf-
raraudonyjy spinduliy termografija, didZiojo prieskrandzio temperatiiros ste-
bésena ir dirbtinio intelekto pagrindu veikiancios analizés sistemos sudaro
galimybes objektyviau nustatyti rujg ir optimizuoti reprodukcijos valdyma.

Nepaisant sparcios pazangos, iki Siol stokojama tyrimy, kuriuose biity
kompleksiskai vertinamas augalinés kilmés polifenoliy poveikis mésiniy gal-
vijy reprodukcijai, tarpusavyje susiejant oksidacinio streso, hormoninius, elg-
senos, termografinius ir didziojo prieskrandzio temperatiiros rodiklius. Miisy
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atliktos literatiiros paieSkos duomenimis, publikuoty tyrimy, kuriuose bty
kompleksiSkai vertinamas vynuogiy polifenoliy turincio ekstrakto poveikis
Lietuvos salygomis auginamy meésiniy galvijy reprodukcinei biklei, kartu
taikant Siuolaikines fiziologiniy ir elgsenos rodikliy stebésenos technologi-
jas, nepavyko nustatyti. Todé¢l Siame darbe gauti rezultatai papildo mokslines
zinias apie mésiniy galvijy reprodukcinius procesus laikotarpiu po apsiversia-
vimo ir sudaro prielaidas jvertinti vynuogiy ekstrakto bei Siuolaikiniy repro-
dukcijos stebésenos technologijy taikymo galimybes mésiniy galvijy tikiuose.
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2. DARBO METODIKA

Mokslinis darbas buvo atliekamas 2021-2026 metais Lietuvos sveikatos
moksly universiteto Gyvulininkystés institute. Visos su gyvinais susijusios
procediiros buvo atliktos laikantis 2010 m. rugséjo 22 d. Europos Parlamento
ir Tarybos direktyvos 2010/63/ES dél moksliniams tikslams naudojamy gy-
viiny apsaugos reikalavimy [171]. Tyrimas taip pat vykdytas vadovaujantis
Lietuvos Respublikos gyviiny gerovés ir apsaugos jstatymu (Nr. [X-2271)
[172] bei Lietuvos Respublikos Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos
patvirtintais teisés aktais, reglamentuojanciais eksperimentuose naudojamy
gyviny laikymo, priezitiros, naudojimo ir gerovés reikalavimus [173]. Ty-
rimas patvirtintas Lietuvos sveikatos moksly universiteto Gyvulininkystés
instituto tarybos posédyje (protokolo Nr. 24/01/30/01). Tyrimo metodika pa-
tvirtinta metodinés komisijos posédyje (protokolo Nr. 23/05/30/01).

Biocheminiai bei hormony tyrimai atlikti Lietuvos sveikatos moksly uni-
versiteto Veterinarijos akademijos Stambiyjy gyviiny klinikos Gyviiny re-
produkcijos laboratorijoje, oksidacinio streso Zymeny tyrimai atlikti Neu-
romoksly instituto Biochemijos laboratorijoje, gimdos mikrobiotos tyrimai
atlikti ,,Zymo Research® laboratorijoje (Irvine, Kalifornija, JAV). Tiriamojo
darbo schema pateikta 2.1 pav.
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2.1. Tyrimo objektas

Tyrimas atliktas su 19 Angus veislés galvijy, kuriy amzius buvo nuo 2 iki
10 mety. | tyrimg buvo jtrauktos telyCios ir karvés, vidutinis verSiavimysi
skaiCius sieké 2,8. Per pirmasias 24 valandas po verSiavimosi visoms karvéms
atliktas klinikinis tyrimas, kurio metu matuota kiino temperatiira, vertinta di-
dziojo prieskrandzio peristaltika, nustatytas pulso ir kvépavimo daznis. Taip
pat atliktas biocheminis kraujo serumo tyrimas automatiniu biocheminiu ana-
lizatoriumi ,,Selectra Junior®. Remiantis Merck Zinyne pateiktomis normos
ribomis, nukrypimy nenustatyta [174]. | tyrimg jtrauktos tik kliniskai sveikos
karvés, kurios verSiavosi savarankiskai, be veterinarijos gydytojo pagalbos, ir
kurioms nenustatyta reprodukciniy sutrikimy ar komplikacijy.

Tyrimo pradzioje visy gyvuliy kiino masés indeksas buvo 3,0-3,5 pagal
penkiabale vertinimo sistemg, t. y., atitiko rekomenduojama kiino jmitima
mésiniams galvijams. TelyCios buvo laikomos reprodukciskai sveikomis, jei
klinikinio i$tyrimo metu nebuvo nustatyta reprodukcijos organy patologijy,
jos buvo pasiekusios veislei budingg lyting branda, tur¢jo reguliary lytinj ci-
klg ir jy kiino masé sudaré 60—75 proc. suaugusios karvés kiino masés. Karvés
reprodukciskai sveikomis buvo laikomos tuomet, kai nenustatyta reproduk-
cijos organy patologijy, verSiavimasis vyko be komplikacijy bei postpartum
laikotarpiu nepasireiské reprodukciniai sutrikimai.

Daugiaversés karves | tiriamgsias grupes buvo paskirstytos atsizvelgiant
1 verSiavimysi skaiCiy, siekiant uztikrinti grupiy palyginamuma, o telycios
paskirstytos atsitiktinés atrankos biidu. Kontroling grupe (K; » = 10) sudar¢
keturios telycCios ir $eSios karves, kuriy vidutinis verSiavimysi skaicius buvo
2,8. Tiriamgja grupe (T; n = 9) sudare keturios telycios ir penkios karves, ku-
riy vidutinis verSiavimysi skaicius sieké 2,9. Kontrolinés grupés gyvuliams
papildai nebuvo skiriami, o tiriamosios grupés karvés gavo 1éto veikimo sau-
sojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto boliusus.

Visos karvés buvo laikomos laisvo laikymo tvarte Baisogaloje (Radvilis-
kio r., Lietuva). Tyrimas vykdytas nuo kovo iki birZelio ménesio. Naudojantis
tkyje taikoma reprodukcijos valdymo programa, sé¢klinimas buvo atliekamas
praéjus 60-70 dieny po verSiavimosi. Likus 21 dienai iki numatomos ver-
Siavimosi datos ir iki 60—70 dieny po verSiavimosi karvés buvo laikomos
Siaudais kreiktuose verSiavimosi garduose, atskirtuose nuo pagrindinés ban-
dos. Visg tyrimo laikotarpj gyvuliai buvo Seriami visaverciu paSaru ir turéjo
neribotg prieigg prie geriamojo vandens. Pasary raciong sudaré 65 proc. Zolés
siloso, 25 proc. kukuriizy siloso, 7 proc. kvieciy Siaudy ir 3 proc. kombinuo-
tyjy pasary (kukuriizy, kvieciy ir rapsy). Pasarai buvo duodami vieng kartg
per dieng.
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Tiriamosios grupés karvéms buvo sugirdomi léto veikimo boliusai, kuriy
kiekviename buvo 14,8 g sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto. Boliu-
sai buvo sugirdomi naudojant nertidijancio plieno aplikatoriy (@ 34 mm; Bio
Enterprise BV, Vroomshoop, Nyderlandai), uztikrinant jy patekima j didjji
prieskrand;j. Kiekvienai karvei tyrimo laikotarpiu buvo sugirdyta po penkis
boliusus. Vynuogiy ekstrakto boliusai pradéti skirti likus 21 dienai iki numa-
tomos verSiavimosi datos. Véliau jie buvo skiriami verSiavimosi dieng bei
praéjus 21, 42 ir 63 dienoms po verSiavimosi. Visais atvejais boliusai buvo
suseriami tuo paciu paros metu — nuo 10.00 iki 11.00 val.

Vynuogiy ekstraktas buvo inkapsuliuotas j augalinés kilmés matricg, kuri
sumazino greita biologiskai aktyviy junginiy skaidyma prieskrandyje ir uzti-
krino laipsniSka ekstrakto i$siskyrimg tinklainyje mazdaug per tris savaites.
Naudotame ekstrakte bendras polifenoliy kiekis virsijo 60 proc., i§ jy daugiau
kaip 45 proc. sudaré proantocianidinai, o antocianiny kiekis buvo didesnis
kaip 0,3 proc.

2.2. Gimdos mikrobiotos tyrimai

Siekiant jvertinti gimdos mikrobiotos pokycius postpartum laikotarpiu, 18
ty paciy karviy méginiai buvo imami du kartus. Gyvuliai buvo suskirstyti j
dvi tiriamasias grupes: tiriamaja grupe (n = 9), kuriai buvo skiriami léto vei-
kimo sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto boliusai, ir kontroling grupe
(n = 10), kuriai papildai nebuvo skiriami. Gimdos méginiai i§ visy karviy
buvo paimti pirmaja ir devintaja savaite po versiavimosi. Tyrimo schema pa-
teikta 2.2.1 paveiksle.

TIRIAMOJI GRUPE (n = 9)

D D HNEE EEECN
; ) EECE
1SAVAITEPO 9 SAVAITES PO ; e 0 a ke

VERSIAVIMOSI  VERSIAVIMOSI
(n=19) (n=19)

KONTROLINE GRUPE (n = 10) » — _
MEGINIY PAEMIMAS SEKOSKAITA DUOMENY ANALIZE
(165/1T52)

2.2.1 pav. Gimdos mikrobiotos tyrimo schema
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2.2.1. Gimdos méginiy paémimas

Prie$ imant gimdos méginius kiekvienos fiksuotos karves vulvos sritis nu-
plauta vandeniu, dezinfekuota 70 proc. etanolio tirpalu ir nusausinta vien-
kartiniu popieriniu ranksluosciu. Per makstj ir gimdos kaklelj j gimdos kiing
atsargiai buvo jvesta sterili plastikiné sé¢klinimo pipeté. Siekiant uztikrinti
tiksly pipetés jvedima i gimda, procediiros metu papildomai naudotas ultra-
garso aparatas. Ultragarsinis tyrimas atliktas neSiojamuoju ultragarso aparatu
Easi—Scan Go su 7,5 MHz dazZnio linijiniu rektiniu zondu (BCF™ Technolo-
gy Ltd., Livingstonas, Jungtin¢ Karalyste).

I gimda buvo susvirksta 30 ml sterilaus fiziologinio tirpalo. Po to gim-
da Svelniai masazuota per tiesigjg Zarng, siekiant, kad tirpalas susimaiSyty
su gimdos skysciais. Véliau gimdos skystis buvo pritrauktas atgal j Svirksta.
Gauto méginio turis kito nuo 5 iki 15 ml. Méginiai nedelsiant perkelti j 18
anksto pazenklintus sterilius 15 ml mégintuvélius, sudéti | termoizoliacing
transportavimo dézg¢ su ledu ir per 2-3 valandas nugabenti  laboratorijg to-
lesniam apdorojimui.

IS kiekvieno méginio paimtas vienodas tiiris medziagos ir sujungtas i
bendrag jungtinj méginj, kuris buvo sumaiSytas su DNR/RNR apsauginiu tir-
palu (DNA/RNA Shield; Zymo Research, Irvine, Kalifornija, JAV) ir steriliuo-
se kriogeniniuose mégintuvéliuose buvo laikomas Lietuvos sveikatos moksly
universiteto Mikrobiologijos ir virusologijos institute —80 °C temperatiiroje.
Véliau méginiai, buvo transportuoti j ,,Zymo Research® laboratorija (Irvine,
Kalifornija, JAV), kur atlikta bakterijy 16S rRNR geno ir gryby ITS2 regiono
amplikony sekoskaita.

Siekiant sumazinti tyrimo sgnaudas ir atlikti pirminj gimdos mikrobiotos
tyrimg, prie§ sekoskaitg vienodo tirio individuallis méginiai buvo sujungti |
bendrus méginius. Nors toks metodas neleidzia jvertinti individualiy kiekvie-
no gyvulio mikrobiotos skirtumuy, jis suteiké galimybe atlikti pirminge mésiniy
galvijy gimdos mikrobiotos sudéties analize ir sudaré pagrinda tolesniems
iSsamesniems tyrimams.

2.2.2. Bakterijy (16S rRNR) ir gryby (ITS2) amplikony sekoskaita

Gimdos mikrobiotos tyrimai buvo atlikti ,,Zymo Research* laboratorijoje
(Irvine, Kalifornija, JAV), naudojant ZymoBIOMICS® Targeted Sequencing
Service platforma. Tyrimy metu i$skirta genominé DNR, paruostos sekoskai-
tos bibliotekos ir atlikta tiksliniy amplikony sekoskaita.

Genominé¢ DNR i$ gimdos plovimo meéginiy buvo iSskirta naudojant
ZymoBIOMICS® DNA Miniprep Kit rinkinj (Zymo Research, Irvine, Kali-
fornija, JAV). Bakterijy bendrijos sudéciai nustatyti polimerazés grandinine
reakcija (PGR) buvo amplifikuotas 16S rRNR geno V3—V4 regionas, naudo-
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jant Quick—16S™ NGS Library Prep Kit rinkinyje esan¢ius pradmenis (Zymo
Research, Irvine, Kalifornija, JAV). Gryby bendrijai tirti amplifikuotas ITS2
regionas, naudojant Quick—ITS™ Plus NGS Library Prep Kit ir Microbiota
Sequencing Services ITS2 Primer Set pradmeny rinkinj (Zymo Research,
Irvine, Kalifornija, JAV).

Sekoskaitos bibliotekos buvo paruostos taikant realaus laiko polimerazés
grandining reakcija (PGR), kuri leido tiksliai kontroliuoti amplifikacijos cikly
skai€iy ir sumazinti chimeriniy seky susidarymo tikimybe. Gauti PGR rezul-
tatai buvo kiekybiSkai jvertinti taikant kiekybing PGR (qPGR), po to vieno-
domis molinémis koncentracijomis sujungti j bendra biblioteka. Bibliotekos
buvo iSgrynintos naudojant Select-a—Size DNA Clean & Concentrator™
rinkinj (Zymo Research, Irvine, Kalifornija, JAV), o jy kokyb¢ ir koncentra-
cija jvertinta TapeStation® sistema (Agilent Technologies, Santa Clara, Ka-
lifornija, JAV) bei Qubit® fluorometru (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Masacusetsas, JAV).

Tyrimo kokybei uztikrinti kartu su méginiais buvo analizuojami teigiami
ir neigiami kontroliniai méginiai. DNR iSskyrimo proceso kontrolei naudotas
ZymoBIOMICS® Microbial Community Standard, o biblioteky paruosimo
kokybei vertinti — ZymoBIOMICS® Microbial Community DNA Standard.
Siekiant jvertinti galimg méginiy uzterStuma, lygiagreciai buvo tiriami ir nei-
giami kontroliniai méginiai, apimantys tus¢ius DNR iSskyrimo bei biblioteky
paruoSimo méginius.

Bakterijy 16S rRNR amplikony sekoskaita atlikta [llumina® NextSeq™
platformoje (Illumina Inc., San Diegas, Kalifornija, JAV), naudojant P1 rea-
genty rinkinj, 600 cikly sekoskaitos rezimg ir 30 proc. PhiX kontrolés prie-
maisa. Gryby ITS2 amplikony sekoskaita atlikta [llumina® NextSeq 2000™
platformoje (Illumina Inc., San Diegas, Kalifornija, JAV), naudojant P1
reagenty rinkinj, 600 cikly sekoskaitos rezimg ir 25 proc. PhiX kontrolés prie-
maisg.

Gauti sekoskaitos duomenys pirmiausia buvo apdoroti pasalinant zemos
kokybés sekas ir adapteriy fragmentus. Unikaliis amplikony seky variantai
(ASV, angl. Amplicon Sequence Variants) buvo nustatyti naudojant DADA2
bioinformatinj algoritma [175], o susidariusios chimerinés sekos pasalintos i$
tolimesnés analizes.

Mikroorganizmy taksonominé klasifikacija atlikta naudojant Uclust algo-
ritmg QIIME v.1.9.1 programinéje aplinkoje [176]. Taksony identifikacijai
naudotos ,,Zymo Research* sukurtos ir kuruojamos vidinés 16S rRNR ir ITS
seky duomeny bazés. Mikroby bendrijy sudétis ir jvairové analizuota naudo-
jant QIIME v.1.9.1 programing jranga.

StatistiSkai reikSmingai besiskiriantys mikroorganizmy taksonai nustaty-
ti taikant LEfSe v1.1.2 (Linear Discriminant Analysis Effect Size) analizés
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metoda [177], naudojant numatytuosius programos parametrus. Mikrobiotos
struktiirai ir skirtumams tarp tiriamyjy grupiy vizualizuoti sudaryti Silumi-
niai Zemélapiai (heatmaps), Taxa2ASV analizés diagramos bei pagrindiniy
koordinaciy analizés (PCoA, angl. Principal Coordinates Analysis) grafikai,
naudojant laboratorijoje sukurtas bioinformatines analizés priemones.

Bakterijy ir gryby kiekis méginiuose buvo nustatytas taikant kiekybing po-
limerazés grandining reakcijg (qQPGR). Kiekybiniam vertinimui naudoti plaz-
midinés DNR etalonai, kuriuose buvo po vieng 16S rRNR ir ITS2 regiono
kopija. Kalibracinés kreivés sudarytos naudojant deSimteriopy nuosekliyjy
praskiedimy serijas.

Nustatytas geny kopijy skai¢ius buvo perskaiciuotas | mikroorganizmy ge-
nomy kopijy skaiéiy, darant prielaida, kad viename bakterijos genome viduti-
niskai yra keturios 16S rRNR geno kopijos, o viename grybo genome — apie
200 ITS2 regiono kopijy. DNR mas¢ apskai¢iuota remiantis Escherichia coli
genomo dydziu (4,64 x 10°¢ bp) bakterijoms ir Saccharomyces cerevisiae ge-
nomo dydziu (1,20 x 107 bp) grybams.

2.3. Oksidacinio streso Zymeny tyrimai

Glutationo peroksidazés (GPx), superoksido dismutazés (SOD) ir ma-
londialdehido (MDA) koncentracijos kraujo serume buvo nustatytos fer-
mentiniu imunosorbentiniu metodu (ELISA), naudojant komercinius galvijy
méginiams skirtus tyrimy rinkinius: GPx — ,,MyBioSource* (MBS289398),
SOD —,,Cusabio* (CSB-E14090B), MDA — ,,MyBioSource* (MBS739193).
Tyrimai atlikti pagal gamintojy pateiktas metodikas.

Iki analizés kraujo serumo méginiai buvo laikomi —80 °C temperatiroje.
Pries$ tyrimg méginiai buvo atSildyti kambario temperatiiroje ir atsargiai ho-
mogenizuoti. GPx ir SOD analizei buvo naudojamas neskiestas kraujo seru-
mas, 0 MDA analizei skirti méginiai prie$ tyrimg buvo centrifuguojami 1000
x g 10 min. ir skiedziami 2 kartus. Standartiniai tirpalai ir tiriamieji méginiai
buvo analizuojami dviem pakartojimais.

Tiriamyjy rodikliy koncentracijos buvo apskaiciuotos pagal kiekvienam
tyrimui sudarytas kalibracines kreives. Optinis tankis buvo matuojamas mi-
kroploksteliy skaitytuvu ,,Infinite 200 PRO* (,,Tecan®, Méannedorf, Sveica-
rija). Galutinés GPx, SOD ir MDA koncentracijos pateiktos tyrimy rinkiniy
gamintojy nurodytais matavimo vienetais.

2.3.1. Glutationo peroksidazés (GPx) tyrimas

Glutationo peroksidazés (GPx) koncentracija buvo nustatyta naudojant ko-
mercinj galvijy GPx tyrimo rinkinj ,,MyBioSource* (MBS289398), dvigubo
antikiino (sandwich ELISA) metodu [178]. Mikroplokstelés Sulinéliai buvo
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padengti specifiniais galvijy GPx antikiinais. | Sulinélius buvo jpilti standarti-
niai tirpalai ir tiriamieji serumo méginiai, kuriuose esanti GPx prisijungé prie
imobilizuoty antikiiny. Po inkubacijos buvo jpilti biotinu pazymeéti specifiniai
antikiinai, o véliau — krieny peroksidaze (HRP) pazyméto avidino konjugatas.
Po kiekvieno inkubacijos etapo mikroplokstelé buvo plaunama, siekiant pa-
Salinti neprisijungusius reagentus.

Veéliau | Sulinélius buvo jpilta tetrametilbenzidino (TMB) substrato. Fer-
mentinés reakcijos metu susidariusio spalvinio produkto intensyvumas buvo
proporcingas GPx koncentracijai méginyje. Reakcija buvo sustabdyta riigs-
tiniu tirpalu, o optinis tankis iSmatuotas 450 nm bangos ilgio Sviesoje. GPx
koncentracija apskaiciuota pagal standartiniy tirpaly pagrindu sudaryta ka-
libracing kreive.

2.3.2. Superoksido dismutazés (SOD) tyrimas

Superoksido dismutazées (Cu/Zn—SOD) koncentracija buvo nustatyta nau-
dojant komercinj galvijy SOD tyrimo rinkinj ,,Cusabio*“ (CSB-E14090B),
dvigubo antikiino (sandwich ELISA) metodu [179]. | specifiniais
Cu/Zn—-SOD antikiinais padengtus mikroplokstelés Sulinélius buvo jpilti
standartiniai tirpalai ir tirlamieji serumo meéginiai. Po inkubacijos buvo jpilti
biotinu pazymeéti antikiinai prie§ Cu/Zn—SOD, o véliau — krieny peroksidaze
(HRP) pazymeéto avidino konjugatas. Po kiekvieno inkubacijos etapo Suliné-
liai buvo plaunami plovimo tirpalu, siekiant paSalinti neprisijungusius rea-
gentus.

Véliau i Sulinélius buvo ipilta tetrametilbenzidino (TMB) substrato, o pa-
sibaigus fermentinei reakcijai — stabdymo tirpalo. Optinis tankis buvo iSma-
tuotas 450 nm bangos ilgio Sviesoje, taikant 570 nm korekcinj bangos ilgio
filtra. Cu/Zn—SOD koncentracija apskaiciuota pagal keturiy parametry logis-
tinés regresijos (4—PL) kalibracing kreive.

2.3.3. Malondialdehido (MDA) tyrimas

Malondialdehido (MDA) koncentracija buvo nustatyta naudojant komer-
cinj ,,MyBioSource* (MBS739193) tyrimo rinkin] konkurenciniu (compe-
titive ELISA) metodu [180]. Méginyje esantis MDA konkuravo su krieny
peroksidaze (HRP) pazymétu MDA konjugatu dél prisijungimo prie speci-
finiy antikiny, esanciy mikroplokstelés Sulin¢livose. | Sulinélius buvo jpilti
standartiniai tirpalai ir tirilamieji serumo méginiai, o véliau — HRP paZzymétas
MDA konjugatas. Po vienos valandos inkubacijos mikroplokstelés Sulinéliai
buvo penkis kartus plaunami plovimo tirpalu.

Po plovimo i Sulinélius buvo jpilti substratai A ir B. Fermentinés reakcijos
metu susidaré meélynos spalvos produktas, o reakcijg sustabdzius stabdymo
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tirpalu spalva pakito j geltong. Optinis tankis buvo iSmatuotas 450 nm ban-
gos ilgio Sviesoje. Kadangi tyrimas pagristas konkurenciniu principu, spalvos
intensyvumas buvo atvirk$¢iai proporcingas MDA koncentracijai méginy-
je — didé¢jant MDA koncentracijai, optinis tankis mazéjo. MDA koncentracija
apskaiCiuota pagal standartiniy tirpaly pagrindu sudarytg kalibracing kreive,
atsizvelgiant | taikytg 2 karty skiedimo koeficienta.

2.4. Hormony tyrimas

Nuo versiavimosi iki sé¢klinimo i§ visy karviy kartg per savaite, kas 7 die-
nas, buvo imami kraujo méginiai. Siekiant sumazinti paros ritmo jtaka fizio-
loginiams rodikliams, méginiai visais atvejais buvo imami tuo paciu metu —
nuo 10.00 iki 11.00 val.

Kraujo méginiai i8 v. coccygeal aseptiskai buvo paimami j 9 ml vakuumi-
nius mégintuvélius be antikoagulianto (,, VACUTEST*, Verona, Italija). Su-
rinkti kraujo méginiai 30—60 min. buvo laikomi kambario temperatiiroje, kad
susidaryty kresulys. Véliau méginiai buvo centrifuguojami 3000 x g greiciu
5 min., atskirtas kraujo serumas perpilamas j sterilius mégintuvélius ir laiko-
mas —60 °C temperatiiroje iki hormoniniy tyrimy atlikimo.

Progesterono ir estradiolio koncentracijos kraujo serume nustatytos Lie-
tuvos sveikatos moksly universiteto Veterinarijos akademijos Gyviiny repro-
dukcijos laboratorijoje. Hormony koncentracijos buvo tiriamos fermentinio
imunologinio tyrimo (ELISA) metodu, naudojant komercinius progesterono
(RE52231) ir 17p—estradiolio (RE52041) tyrimy rinkinius (,,IBL Internatio-
nal GmbH*, Hamburgas, Vokietija) pagal gamintojo pateikta metodika.

Pries tyrima reagentams leidziama pasiekti kambario temperatiirg ir paruo-
Siamas 40x koncentracijos plovimo tirpalas. Naudojant programg KC4 (JAV)
sukuriamas tyrimo protokolas, nurodant reakcijos tipg (absorbcija), bangos
ilgj (450 £ 10 nm), standarty (0 ng/ml, 0,3 ng/ml, 1,25 ng/ml, 2,5 ng/ml,
5 ng/ml, 15 ng/ml ir 40 ng/ml) ir kontroliy koncentracijas bei standarty, kon-
troliy ir meéginiy vietas tyrimy plokstel¢je. Ploksteliy skaitytuvu (BIO-TEK
Synergy HT, JAV) iSmatuojamas absorbcinés bangos ilgis. Rezultatai auto-
matiskai apskai¢iuoti pagal 4 parametry logistikos kreive. Kambario tempera-
tirg pasieke méginiai iSmaiSomi purtykle (MS1 Minishaker, IKA, Vokietija).

Progesterono ir estradiolio koncentracijos méginiuose nustatymo eiga:

1. T atitinkamus plokstelés Sulinélius jpilama po 25 ul standarty, kontrolés

ir méginiy. Inkubuojama 5 min. kambario temperatiiroje.

2. I visus Sulinélius jpilama po 200 pl fermento konjugato bei plokste-

lés turinys 10 sek. sukamaisiais judesiais pamaiSomas. Inkubuojama
60 min. kambario temperatiiroje.
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3. Po inkubacijos plokstelés turinys iSpilamas ir plokstelé nusausinama. |
visus Sulinélius jpilama po 400 pl plovimo tirpalo ir po kiekvieno plo-
vimo plokstelé nusausinama. Plovimas pakartojamas 3 kartus.

4. ] visus Sulinélius jpilama po 200 pl substrato tirpalo. Inkubuojama
15 min. kambario temperatiiroje.

5. I visus Sulinélius jpilama po 100 pl sustabdymo tirpalo. Plokstelé nu-
skaitoma per 10 min. nuo paskutinio etapo pabaigos.

Progesterono nustatymo matavimo diapazonas buvo 0,140-40 ng/ml,

o analitinis jautrumas — 0,045 ng/ml. Pakartojamumo (angl. intra-assay)
variacijos koeficientas sieké 5,4-7,0 proc., o variacijos koeficientas tarp
tyrimo serijy (angl. inter-assay) — 4,3—10,0 proc. 17f—estradiolio nusta-
tymo matavimo diapazonas buvo 10,6-2000 pg/ml, o analitinis jautrumas —
10,6 pg/ml. Pakartojamumo variacijos koeficientas siekeé 8,7-9,2 proc., o va-
riacijos koeficientas tarp tyrimo serijy — 6,9—-14,9 proc.

2.5. Termografinis tyrimas

Kartu su kraujo meéginiy émimu buvo atlickami neinvaziniai kiino pavir-
Siaus temperatiiros matavimai, taikant infraraudonyjy spinduliy termografi-
jos metoda. Akiy ir vulvos pavirSiaus temperatiira buvo matuojama nesioja-
mu infraraudonyjy spinduliy termovizoriumi FLIR E540 (,,FLIR Systems®,
Santa Barbara, Kalifornija, JAV). Prietaiso matavimo tikslumas buvo £2 °C,
terminis jautrumas (NETD) — 0,03 °C, vaizdo skiriamoji geba — 464 x 348
taskai, o matuojamy temperattiry diapazonas sieké nuo —20 iki 400 °C.

Atliekant matavimus spinduliavimo koeficientas (emisija) buvo nusta-
tytas 0,98, atitinkantis gyviiny biologiniy audiniy emisijos koeficients. Ter-
mografiniy tyrimy metu tvarte esanti aplinkos temperatiira ir santykiné oro
drégmé buvo registruojamos skaitmeniniu termohigrometru ThermoPro TP50
(,,ThermoPro“, SendZenas, Kinija). Sie duomenys buvo jtraukiami j FLIR
ResearchIR programinés jrangos nustatymus, siekiant sumazinti aplinkos veiks-
niy jtakg temperatiiros matavimy tikslumui. Tyrimo laikotarpiu aplinkos tem-
peratiira kito nuo 18 iki 22 °C, o santykiné oro drégmé — nuo 40 iki 63 proc.

Termografiniai vaizdai buvo registruojami mazdaug vieno metro atstumu
nuo gyvulio, laikantis vienody matavimo salygy uzdarose patalpose. Siekiant
uztikrinti matavimy tikslumg ir pakartojamuma, buvo vengiama tiesioginiy
saulés spinduliy, skersvéjo ir drégmés poveikio.

Termografiniai vaizdai buvo analizuojami naudojant FLIR ResearchIR
programing jranga (4.40 versija; ,,Teledyne FLIR*, Wilsonville, Oregonas,
JAV). Vaizdams atvaizduoti naudota vaivorykstiné spalvy skalé, kurioje ze-
miausia temperatiira buvo Zymima tamsiai mélyna, aukS¢iausia — balta spal-
va, o tarpinés temperatiiros atitiko pereinamasias spalvas.
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Kiekvienoje dominancioje anatomingje srityje buvo apskaiciuota viduting,
maziausia ir didziausia pavirSiaus temperatiira. Kiekvieno matavimo metu i$
kiekvienos anatomings srities buvo uZregistruoti trys termografiniai vaizdai,
o analizei pasirinktas geriausios kokybés vaizdas, kuriame anatominé sritis
buvo aiskiausiai matoma ir tinkamai sufokusuota. Visi termografiniai mata-
vimai buvo atliekami to paties tyréjo, naudojant vienoda atstumg iki gyvulio,
fotografavimo kampa, aplinkos saglygas ir programinés jrangos nustatymus,
nors dél gyvuliy padéties ar fotografavimo kampo galéjo pasitaikyti nedideliy
skirtumy.

Statistinei analizei naudota didziausia pavirSiaus temperatiira, nes ji pasi-
zyméjo didziausiu matavimo patikimumu ir maZziausiu rezultaty kintamumu
(2.5.1 pav.).

2.5.1 pav. Termografiniai vaizdai ir temperatiiros matavimo sritys tirtuose
anatominiuose regionuose. (A) akiy sritis; (B) vulvos sritis,; (1C) visa vulvos
sritis; (2C) centriné pailga vulvos sritis; (3C) vulvg supanti sritis
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2.6. DidZiojo prieskrandZio temperatiiros stebésena

Didziojo prieskrandzio temperatiira buvo registruojama viso tyrimo metu
kas 10 min, naudojant temperatiros jutiklius (boliusus) smaXtec animal care
technology® (Gracas, Austrija). Prieskrandzio temperatiira buvo registruo-
jama automatiniu rezimu kas 10 minuciy viso tyrimo metu — nuo papildy
naudojimo pradzios iki séklinimo. Kiekvienas boliusas matavo didZiojo
prieskrandzio turinio temperatiirg ir belaidziu rySiu perduodavo duomenis j
tkyje jrengtas bazines stoteles. Toliau informacija automatiskai buvo siuncia-
ma ] centring duomeny baze, kur buvo kaupiama ir saugoma. Pirminis duo-
meny apdorojimas bei jy vizualizavimas atliktas naudojant programing jrangg
smaXtec messenger® (4 versija). Boliuso matmenys buvo 120 mm ilgio ir 36
mm skersmens, o svoris — 210 g. Si technologija leido nepertraukiamai regis-
truoti ir realiuoju laiku vertinti didZiojo prieskrandZio temperatiirg ir gyvuliy
aktyvuma, taip pat automatizuotai nustatyti su ruja ir verSiavimusi susijusius
ivykius, sumazinant priklausomybe nuo Zzmogaus atlickamy stebéjimy.

Boliusai buvo jvedami laikantis gamintojo rekomendacijy, naudojant spe-
cialy aplikatoriy. Kiekvienai karvei buvo jvestas vienas boliusas. Procedu-
ros metu karvés buvo fiksuojamos garde. Stabilizavus galva ir atvérus bur-
n3, boliusas buvo padedamas ant liezuvio Saknies, kad gyvulys ji natiiraliai
nuryty. Dél savo konstrukcijos, dydzio ir svorio boliusas nusédo didZigjame
prieskrandyje, kur isliko visg steb¢jimo laikotarpj. Po boliuso jvedimo pro-
cediiros gyvuliai buvo stebimi mazdaug dvi valandas, siekiant jsitikinti, kad
boliusas nebuvo atrajotas.

2.7. Spermos méginiy tyrimai

Siekiant iSvengti galimos spermos kokybés jtakos séklinimo indeksui,
pries tyrimg buvo atliktas naudotos kriokonservuotos spermos kokybés jver-
tinimas. Séklinimui buvo naudojama Angusy veislés buliaus sperma.

Spermos kokybé buvo vertinama vadovaujantis Lietuvos standarto LST
1467:2022 ,,Seklinimui naudojama buliy sperma. Bendrieji reikalavimai®
nuostatomis. Buvo nustatomas spermatozoidy judrumas, koncentracija bei
vertinami galvuciy, uvodegéliy ir kity morfologiniy strukttiry pakitimai.

Pries atliekant tyrimus spermos Siaudeliai buvo atSildomi 37 + 0,5 °C
temperatiiros vandens vonel¢je 10 sekundziy. Spermatozoidy judrumas buvo
vertinamas Sviesiniu mikroskopu (Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation,
Tokijas, Japonija) su termostatiniu staleliu, palaikanciu 37 °C temperatiira.
Siekiant iSvengti temperatiiros svyravimy, visi tyrimui naudojami stikleliai ir
kitos priemonés prie§ naudojima buvo pasildomi. Judrumas nustatytas subjek-
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tyviai, jvertinus judanciy spermatozoidy dali penkiuose mikroskopo matymo
laukuose, o galutinis rezultatas apskaiciuotas kaip visy jvertinimy vidurkis.
Spermatozoidy koncentracija nustatyta naudojant Neubauer hemocitome-
tring kamera (Vokietija). Spermos méginiai buvo skiedziami distiliuotu van-
deniu santykiu 1:20 ir uzpildoma skai¢iavimo kamera. Skaic¢iavimas atliktas
tris kartus, kiekvieng kartg jvertinant penkis didziuosius kameros kvadratus
(80 mazyjy kvadratéliy), o galutiné koncentracija apskaiCiuota pagal Lietu-
vos standarte pateikta formulg, perskaiCiuojant spermatozoidy skaiiy vie-
name mililitre spermos. Atsizvelgiant j vienos spermos dozés turj (0,25 ml),
papildomai apskaiciuotas spermatozoidy skaicius vienoje spermos dozgje.
Spermatozoidy koncentracija viename spermos ml nustatyta pagal formu-

le:
K =S xPrx5x10 x 1000,

kurioje K — spermatozoidy skaicius viename spermos ml (koncentracija);

S — spermatozoidy skaic¢ius 80—yje mazy kvadratéliy, vnt.;

Pr — praskiedimo laipsnis, Siuo atveju 20, nes praskiedimas 1 : 20;

5 — koeficientas (spermatozoidai buvo skai¢iuojami 0,2 mm? kameros plote);
10 — daugiklis (kameros gylis — 0,1 mm);

1 000 — daugiklis (spermatozoidy skai¢ius perskai¢iuojami 1 ml).

Spermatozoidy koncentracija buliaus spermos doz¢je apskai¢iuojama pa-
gal formule:

SK =K x 0,25,

kurioje K — spermatozoidy skaicius viename spermos ml;
0,25 — daugiklis (buliaus spermos dozés tiiris yra 0,25 ml).

Spermatozoidy morfologiniai pakitimai buvo vertinami pagal A. Janu-
Skausko metodika [181]. Galvuéiy patologijoms nustatyti buvo naudojami
Sperm Blue dazai (MICROPTIC S.L., Ispanija). Ant objektinio stiklelio pa-
ruoStas spermos tepinelis buvo i8dziovinamas kambario temperatiiroje, mer-
kiamas i fiksavimo tirpalg, véliau 20-30 min. dazomas ir 3 sek. ijmerkiamas
1 distiliuota vanden; ir iSdZiovinamas ore. Preparatai buvo tiriami naudojant
Nikon Eclipse E200 mikroskopa su 100 karty didinanc¢iu imersiniu objekty-
vu. Kiekviename méginyje buvo jvertinta 500 spermatozoidy, apskai¢iuojant
patologiniy galvuciy procenting dalj.

Morfologinio vertinimo metu registruotos jvairios galvuciy patologijos
(kriausés formos, siauro pagrindo, pakitusios formos, neissivysciusios, pa-
kitusio dydzio bei atsiskyrusios galvutés), uodegéliy defektai (susisukusios,
po galvute uzlinkusios ar dvigubai sulinkusios uodegélés) bei kiti pakitimai,
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iskaitant vidurinés dalies defektus ir proksimalinius bei distalinius citoplaz-
minius laselius.

Tirta mésinio buliaus spermos doz¢ atitiko bendruosius spermos kokybés
reikalavimus.

2.8. Pirmosios rujos po apsiverSiavimo nustatymas

Pirmosios rujos laikas kontrolinés (K) ir tiriamosios (T) grupiy karvéms
buvo nustatytas remiantis SmaXtec sistemos registruotais vidinés temperatii-
ros duomenimis ir automatiskai apskai¢iuotu rujos indeksu. Sistemos pateikti
duomenys buvo papildomai vertinami kartu su kassavaitiniy klinikiniy apZzit-
ry metu uZregistruotais rujos elgsenos pozymiais.

Kiekvienai karvei buvo apskaiciuotas laikotarpis nuo verSiavimosi iki pir-
mosios nustatytos rujos (dienomis). Pirmosios rujos metu uzregistruoti akiy
ir vulvos pavirSiaus temperatiiros rodikliai, gauti infraraudonyjy spinduliy
termografijos metodu, buvo lyginami su tuo paciu laikotarpiu registruota di-
dziojo prieskrandzio temperatura, siekiant jvertinti fiziologinius pokycius,
susijusius su rujos pasireiSkimu.

Laikotarpis iki pirmosios rujos buvo papildomai jvertintas taikant Kapla-
no—Mejerio (Kaplan—Meier) i§gyvenamumo analizg, kurioje pirmosios rujos
pasireiSkimas buvo laikomas tiriamuoju jvykiu. Kontrolinés ir tiriamosios
grupiy kreives buvo palygintos taikant Log—rank (Mantel-Cox) kriterijy. Su-
darytos Kaplano—Mejerio kreivés parodé tikimybe, kad iki tam tikro laikotar-
pio po apsiverSiavimo momento karvei dar nebus pasireiSkusi pirmoji ruja.

2.9. VersSingumo rodiklio jvertinimas
Versingumo rodiklis buvo apskaiciuotas kaip verSingy karviy skaiciaus ir

apsé€klinty karviy skaiciaus santykis, iSreikStas procentais, pagal Qureshi ir
bendraautoriy (2008) apraSyta metodika [28]:

.. o Versingy karviy skaicius
VerSingumo rodiklis (%) = . 100

Apséklinty karviy skaicius

2.10. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant IBM SPSS Statistics progra-
ming jrangg (31.0 versija; IBM Corp., Armonk, NY, JAV) ir R programing
aplinkg (4.5.2 versija; R Foundation for Statistical Computing, Viena, Aus-
trija).
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Visiems tiriamiesiems rodikliams apskai¢iuoti apraSomosios statistikos
rodikliai. Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (SD)
arba maziausiyjy kvadraty vidurkis + standartiné paklaida (SE), priklausomai
nuo taikyto analizés metodo. Duomeny pasiskirstymo normalumas vertintas
taikant Sapiro—Vilko (Shapiro—Wilk) kriterijy bei vizualiai jvertinant histo-
gramas ir normaliojo pasiskirstymo Q—-Q grafikus.

Glutationo peroksidazés (GPx), superoksido dismutazeés (SOD) ir malon-
dialdehido (MDA) koncentracijy poky¢iai laikui bégant buvo analizuojami
taikant miSriyjy efekty tiesinius modelius (angl. Linear Mixed—effects Mo-
dels, LMM), kuriy parametrai jvertinti ribotojo didziausio tikétinumo me-
todu (REML). Modelyje buvo vertinamas grupés, méginiy émimo laiko bei
ju saveikos poveikis, o gyvulys jtrauktas kaip atsitiktinis efektas. Ivertintos
kelios kovariacijos strukttiros, i§ kuriy tolesnei analizei pasirinkta pirmos ei-
lés autoregresiné analizé [AR(1)], nes jai buvo nustatytos maziausios Akaikés
(AIC) ir Bajeso (BIC) informaciniy kriterijy reikSmés. Modeliy fiksuotyjy
efekty reikSmingumas vertintas naudojant III tipo dispersinés analizés krite-
rijy, o vardiklio laisvés laipsniai apskaiciuoti taikant Satterthwaite metoda.
IS modeliy apskaiciuoti jvertintieji ribiniai vidurkiai (EMMeans), o poriniai
palyginimai atlikti taikant Bonferonio pataisa.

Rujos ir nerujos laikotarpiy rodikliy palyginimui taip pat buvo taikyti mis-
riyjy efekty tiesiniai modeliai, kuriuose fiksuotaisiais efektais laikyta gyviiny
grupé (kontroliné ir tiriamoji), reprodukcinis laikotarpis (ruja ir neruja) bei
ju saveika, o gyvulys jtrauktas kaip atsitiktinis efektas. Tais atvejais, kai mis-
riyjy efekty modeliai negal¢jo buti pritaikyti dél duomeny strukttiros ar mo-
delio konvergavimo problemy, buvo apskaiciuotas tiriamyjy rodikliy pokytis
tarp laikotarpiy (AY), o Sie pokyciai analizuoti taikant bendrajj tiesinj modelj
(GLM). Efekto dydis jvertintas daliniu eta kvadratu (angl. partial n?).

Rysiai tarp termografiniy, fiziologiniy, hormoniniy ir elgsenos rodikliy
buvo vertinami apskaic¢iuojant Pirsono koreliacijos koeficientus (r). Kore-
liacijos analizuotos atskirai kontrolinéje ir tiriamojoje grupése bei dviem
laikotarpiais — viso tyrimo metu ir pirmosios rujos laikotarpiu. Koreliacijy
skai¢iavimui naudoti visi galimi steb¢jimy pory duomenys (angl. pairwise
complete observations). Siekiant sumazinti daugybiniy palyginimy jtaka, p
reik§més koreguotos taikant Benjamini—Hochberg klaidingy atradimy daznio
(FDR) metoda, o pakoreguotos reik§mes pateikiamos kaip q reik§mes. Statis-
tiskai reikSmingomis laikytos koreliacijos, kai q < 0,05. Koreliacijos stipru-
mas vertintas keturiomis kategorijomis: silpnas (|r| < 0,30), silpnai vidutinis
(0,30-0,49), vidutinis (0,50-0,69) ir stiprus (=0,70).

Rysiai tarp oksidacinio streso zymeny (GPx, SOD ir MDA) papildomai
jvertinti taikant pakartotiniy matavimy koreliacijos analize (angl. Repeated—
measures correlation, rmcorr), kuri leidzia nustatyti bendrg rysj tarp pakar-
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totinai tam paciam gyvuliui iSmatuoty rodikliy, atsizvelgiant i jy tarpusavio
priklausomybe. Analizuotos GPx—SOD, GPx—MDA ir SOD-MDA rodikliy
poros, o rezultatai pateikiami kaip pakartotiniy matavimy koreliacijos koefi-
cientai (rrm) su 95 proc. pasikliautinais intervalais.

Rujos indeksas buvo apskaicCiuotas naudojant komercing debesy kompiu-
terijos principais veikiancig dirbtinio intelekto sistemg smaXtec animal care
technology® (Gracas, Austrija), kuri integruoja elgsenos ir fiziologiniy juti-
kliy duomenis bei gamintojo taikomus korekcinius algoritmus. Kadangi Sis
indeksas yra kompleksinis skaitmeninis rodiklis, o ne tiesioginis biologinis
matavimas, jo rezultatai buvo interpretuojami atsizvelgiant i §ig ypatybe.

Visais atvejais statistiSkai reikSmingais laikyti skirtumai, kai p < 0,05, o
kai 0,05 <p < 0,10 — laikyta statistine tendencija.
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3.TYRIMU REZULTATAI

3.1. Gimdos mikrobiotos tyrimo rezultatai

3.1.1. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos bakteriné sudétis

Meésiniy karviy gimdos bakterinés mikrobiotos taksonominé sudétis tipy
(Phylum), biriy (Order) ir rusiy (Species) lygmenimis pateikta 3.1.1.1 pa-
veiksle.

Bakterijy pasiskirstymas tipy lygmeniu kito priklausomai nuo laikotarpio
po apsiversiavimo ir skyrési tarp grupiy (3.1.1.1 pav.). Pirmaja savaite po ap-
siverSiavimo tiek tiriamosios (T (1 sav.)), tiek kontrolinés (K (1 sav.)) grupés
karviy gimdos mikrobiotoje dominavo Firmicutes tipo bakterijos, o devintaja
savaite abiejose grupése vyravo Fusobacteria tipo bakterijos.

Bakterijy sudéties skirtumai nustatyti ir biiriy lygmeniu. Pra¢jus vienai sa-
vaitei po verSiavimosi tiriamojoje grupéje (T (1 sav.)) vyravo Clostridiales ir
Lactobacillales biiriy bakterijos, o kontrolingje grupéje tuo paciu laikotarpiu
(K (1 sav.)) dominavo Clostridiales biirio bakterijos.

Pra¢jus devynioms savaitéms po verSiavimosi tiriamojoje grupéje (T (9
sav.)) dazniausiai buvo nustatomos Fusobacteriales ir Bacteroidales biriy
bakterijos, o kontrolin¢je grupéje (K (9 sav.)) dominavo Fusobacteriales bii-
rio bakterijos.
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Tipas

Firmicutes
Fusobacteria
Bacteroidetes
Actinobacteria
Proteobacteria
Elusimicrobia
Bacteria (neriidiuotos)
Kiti

Euryarchaeota

Taksonas

Tenericutes

Saccharibacteria
Lentisphaerae
Spirochaetae

Fibrobacteres

Verrucomicrobia

Cyanobacteria

T - tiriamoji grupé; K - kontroliné grupé; 1 sav. — 1 savaité po verSiavimosi;

9 sav. - 9 savaités po verSiavimosi
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T = tirtamsji grupd; K - kontroling grupe; 1 sav, = 1 savaité po verfiavimesi; 9 sav. - 9 savaités po verSiavimosi

56

Taksonas



0.20
015 mikroorganizmy T
i LUSUMas Rusls
o0k AAus AE
: = Faeviy KiiFy_spd 1485
Ttk _sbies
il i e R
Eschessichia_col
it

e
f

Fansharseriem_spl 12

* Forphyromasas 31337

*  Bachemces CeUUNGoU BpI4 360

* Porphyomonss._lvi

* Streplococon_suin

&  Sirpfotocrun_Nestinui-uberin

. eriom_npd1840

*  Micrabucierium eS80

5w ridys (nevidusioe)

5 Clostrcium, i_oelatem

* Ruminooxricess 10EY17
Befciobac terum_pi

T

s Romboutsa_monemis

*  Frevobslsceas 3

5 Seevolelacmas_spldl2l

& Mstharmfrrvbacier u_prai dmhs
5 Sreplooccos_spd 1137

* Bumincotcoccase_spd 1937

*  Punbridonises_upl S0

Taksenas

H :

P attes 10 XE1 1T
Busmingoirartas_ipi 183
* Fumiecoccacest_pIE1E0
5 Busmincoccsosse p 16D
L a8 gnspntis

B BsNETeE S i 246]

T (1 sav.) K (1 sav.) T (9 sav.) K (9 sav.)
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3.1.1.1 pav. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos taksonominé sudétis,

atsizvelgiant j tiriamgjg grupe ir méginiy émimo laikg po versiavimosi
Tiriamosios grupés méginiai buvo paimti praéjus 1 savaitei (T (1 sav.)) ir 9 savaitéms
(T (9 sav.)) po verSiavimosi, o kontrolinés grupés — tais paciais laikotarpiais (K (1 sav.)
ir K (9 sav.)). Mikrobiotos sudétis pateikta tipy (Phylum), biiriy (Order) ir riiSiy (Species)
taksonominiuose lygmenyse. Spalvy skalé atspindi santykinj mikroorganizmy gausuma —
nuo tamsiai raudonos (didziausias gausumas) iki tamsiai mélynos spalvos (maziausias gau-
sumas). Kiekviena eiluté¢ atitinka atskira taksona, kurio pavadinimas pateiktas deSinéje pa-
veikslo puséje. Méginiai sugrupuoti taikant hierarching klastering analizg, pagrista Bray—
Curtis nepanasumo indeksu. Taksony pavadinimai, pasibaigiantys raidiniais priesagais, Zymi
polifiletines grupes.

Siekiant iSsamiau jvertinti gimdos mikrobiotos sudéties skirtumus, takso-
nomin¢ analizé¢ buvo atlikta Zemesniais taksonominiais lygmenimis. Tiria-
mojoje grupéje, pra¢jus vienai savaitei po apsiversiavimo (T (1 sav.)), do-
minavo Streptococcus genties bakterijos, o kontrolingje grup¢je (K (1 sav.))
gausiausia buvo Corynebacterium gentis. Prag¢jus devynioms savaitéms po
apsiversSiavimo, tiriamosios grupés (T (9 sav.)) gimdos mikrobiotoje vyravo
Fusobacterium genties bakterijos, o kontrolin¢je grupéje (K (9 sav.)) nustaty-
ta didesné Leptotrichiaceae, Histophilus ir Fusobacterium taksony santykiné
gausa.
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3.1.1.1. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos bakteriju tipu struktiiros
analizé

Meésiniy karviy gimdos bakterinés mikrobiotos sudétis tipy lygmeniu,
lyginant tiriamagjg ir kontroling grupes dviem tyrimo laikotarpiais, pateikta
3.1.1.1.1 paveiksle.

K (9 sav.)

T (9 sav.)

K (1 sav.)

T(1sav.)

10 60 80 100
Santykinis gausumas (%)

Taksonas I viso g
T (1 sav.) K (1 sav.) T (9 sav.) K (9 sav.)
@ Firmicutes 40.9 82.3 53.5 184 9.5
Fusobacteria 20.3 0.0 1.2 38.8 41.2
® Bacteroidetes 19.6 11.6 152 30.7 20.8
Actinobacteria 9.2 14 19.3 6.9 9.1
® Proteobacteria 6.3 0.8 Dt 24 19.1
® Kiti taksonai 1.8 0.9 33 29 0.0

3.1.1.1.1 pav. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos bakterijy tipy sudéties
palyginimas tiriamosiose grupése
T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po verSiavimosi. Pateiktos reikSmés
iSreiskia atskiry bakterijy tipy santykinj gausuma (%).

Paveiksle pateiktos tik tie bakterijy tipai, kuriy santykinis gausumas bent
vienoje tiriamojoje grupéje sieké 1 proc. arba daugiau. Lenteléje nurodytos
kiekvienos bakterijy genties santykinio gausumo procentinés reikSmés.

Atlikus gimdos mikrobiotos analiz¢ nustatyta, kad didziausig bakterijy
bendrijos dalj sudaré penki bakterijy tipai: Firmicutes (40,9 proc.), Fusobac-
teria (20,3 proc.), Bacteroidetes (19,6 proc.), Actinobacteria (9,2 proc.) ir
Proteobacteria (6,3 proc.). I§ viso mésiniy karviy gimdos mikrobiotoje iden-
tifikuotos 605 bakterijy riiSys, o tai rodo didele mikrobiotos taksonoming
vairove visose tirilamosiose grupeése.

Dazniausiai aptinkamy riisiy, priklausanciy gausiausioms bakterijy gen-
tims, santykiné gausa pateikta 3.1.1.1.2-3.1.1.1.6 paveiksluose. Juose pa-
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rodyta Siy mikroorganizmy taksonominé priklausomybé¢, galima funkciné
reikSme bei pasiskirstymas skirtingose tiriamosiose grupése.

K (9 sav.) “
T(9sav.) |-

0 20 40 60 B0 100
Santykinis gausumas (%)
. Grupés
Taksonas I8 viso
T (1 sav.) K (1sav) T (9 sav.) K (9 sav)
* S Suis 4.8 19.0 0 0 0.1
® 5. Porcinus-nberis 2.9 115 ] 0 )
e 5 5p34368 22 0 0 7.5 14
5. Micra 21 1] 0 49 3.5

® 5 Ilealis 1.2 3.0 1.7 0.2 0.1
o 5. Celatum 1.1 1.6 29 0.1 0
® 5 5p33334 1.0 24 1.3 0 0.1
® 5 5p31267 0.9 0 0 a7 0
® 5. Sanguinis 0.9 29 0.6 0.1 0.1
e S 5p35107 0.7 1.6 1.1 0 0.2
® 5 5p3o157 0.7 0.2 27 0 0
& 5. Indolicus 0.6 0.1 0 0.5 1.7
® Kiti taksonai 11.3 333 364 16 13

3.1.1.1.2 pav. Firmicutes tipo bakterijy riisiy santykinio gausumo (proc. nuo
bendros bakterijy sudéties) palyginimas mésiniy karviy gimdos mikrobiotoje

T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po versiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po verSiavimosi.
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T (9 sav.) -

K (1 sav.) 1
T(1sav.)
0 20 40 60 80 100
Santykinis gausumas (%)
Grupés
Taksonas 15 viso
T (1 sav.) K (1 sav.) T (9 sav.) K (9 sav.)
® S. Necrophorum 11.1 0 1.2 27.9 15.4
S. Sp37444 0.2 0 0 0.7 0.1
® S. sp37532 9.0 0 0 10.2 25.8

3.1.1.1.3 pav. Fusobacteria tipo bakterijy rusiy santykinio gausumo
(proc. nuo bendros bakterijy sudéties) palyginimas mésiniy karviy gimdos
mikrobiotoje
T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po versiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po versiavimosi.
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K (9 sav.) | |

vl

K (1 sav.)
T (1sav)
0 20 40 60 80 100
Santykinis gausumas (%)
-
Taksonas Is viso i 2
T (1 sav.) K (1 sav.) T (9 sav.) K (9sav.)
® 5. Denticanum-pyogenes 3.6 0 0 20 122
S. Sp12206 27 0 0.2 10.0 0.7
® S Levi 23 0 0 85 0.5
S. Sp13875 21 0 0.2 3.6 48
® S.5p13377 17 0 0 6.6 0.2
® S Spl2462 0.7 1.2 1.6 0 0.1
® Kiti taksonai 2.8 b7 b:l 0 0.1

3.1.1.1.4 pav. Bacteroidetes tipo bakterijy risiy santykinio gausumo
(proc. nuo bendros bakterijy sudéties) palyginimas mésiniy karviy gimdos
mikrobiotoje
T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tirilamoji grupé praéjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po versiavimosi.
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K (9 sav.)
T(9sav.)
T (1sav.)
6 2'0 4b 6'0 8'0 100
Santykinis gausumas (%)
Grupés
Taksonas Is viso
T (1sav.) K (1sav.) T (9 sav.) K (9 sav.)
® S. Pyogenes 3.8 0 0 6
S. Sp5268 1.9 0 7.6 0
® S. 5p6940 1.2 0 48 0
S. Pseudolongum 0.4 04 1.2 0 0.1
® S. Efficiens 0.3 0.1 i 0 0
® S is- Vi =
S ‘P?seudotubercuioszs Ulcerans-Vitaeru 02 0 0.9 0 0
mim
® Kiti taksonai 14 0.9 3.8 09 0

3.1.1.1.5 pav. Actinobacteria tipo bakterijy riisSiy santykinio gausumo
(proc. nuo bendros bakterijy sudéties) palyginimas mésiniy karviy gimdos
mikrobiotoje
T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po versiavimosi.
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K (9 sav.)
T (9 sav.)
K(1sav.) §
T(1sav.)
0 20 40 60 80 100
Santykinis gausumas (%)
Taksonas I8 viso Kopis
T(@sav) K (1sav.) T(9sav) K (9sav.)

® S. Somni 5:2 0.1 0.9 29 17.8

S. coli 0.3 0.1 0.1 0 0.9
o Kiti taksonai 0.4 0.4 1.6 0.1 0.4

3.1.1.1.6 pav. Proteobacteria tipo bakterijy risiy santykinio gausumo
(proc. nuo bendros bakterijy sudéties) palyginimas mésiniy karviy gimdos
mikrobiotoje
T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po versiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
pragjus 1 savaitei po versiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji grupé pracjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po versiavimosi.

Atlikus Firmicutes tipo bakterijy rasiy analize nustatyti ryskis jy sudéties
skirtumai tarp tiriamyjy grupiy (3.1.1.1.2 pav.). T (1 sav.) grupé¢je dominavo
Streptococcus suis (19,0 proc.) ir Streptococcus porcinus—uberis (11,5 proc.),
kuriy santykinis gausumas kitose grupése buvo labai mazas arba Siy risiy
nenustatyta.

K (1 sav.) grupéje didziausiu santykiniu gausumu pasizyméjo Clostridium
celatum (2,9 proc.), Lactobacillus ilealis (1,7 proc.) bei kelios neidentifikuo-
tos Clostridiales biirio rusys (Sp33334 ir Sp35107). Tuo tarpu T (9 sav.) ir
K (9 sav.) grupése Firmicutes tipo bakterijy buvo nustatyta gerokai maziau
— aptikti tik pavieniai L. ilealis, C. sanguinis ir kity taksony atstovai, kuriy
santykinis gausumas sieké 0,1-0,2 proc.

Fusobacteria tipo bakterijy analizé parodé nevienoda jy pasiskirstyma tarp
tirlamyjy grupiy (3.1.1.1.3 pav). T (9 sav.) ir K (9 sav.) grupése dominavo Fu-
sobacterium necrophorum, sudares atitinkamai 27,9 proc. ir 15,4 proc. visos
mikrobiotos. Taip pat dideliu santykiniu gausumu pasizymejo Fusobacterium
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sp37532, kuris sudaré 10,2 proc. T (9 sav.) ir 25,8 proc. K (9 sav.) grupiy mi-
krobiotos. Fusobacterium sp37444 buvo nustatyta tik nedideliais kiekiais (iki
0,7 proc.) T (9 sav.) grupéje, o T (1 sav.) ir K (1 sav.) grupése Fusobacteria
tipo bakterijy beveik nenustatyta.

Ivertinus Bacteroidetes tipo bakterijy pasiskirstymg nustatyta, kad jos
buvo aptiktos tik T (9 sav.) ir K (9 sav.) grupése (3.1.1.1.4 pav.), o T (1 sav.)
ir K (1 sav.) grupése jy nenustatyta arba jy kiekis buvo mazesnis uz aptikimo
ribg. K (9 sav.) grup¢je dominavo Bacteroides denticanum—pyogenes, sudares
12,2 proc. visos mikrobiotos. Be Sios riiSies, nustatyti Sp/3875 (4,8 proc.),
Sp12206 (0,7 proc.) ir Bacteroides levii (0,5 proc.). T (9 sav.) grupéje gau-
siausios buvo Sp12206 (10,0 proc.), Bacteroides levii (8,5 proc.) ir Sp13875
(3,6 proc.).

Actinobacteria tipo bakterijy analizé parodé skirtinga jy sudéti tarp tiria-
muyjy grupiy (3.1.1.1.5 pav.). K (1 sav.) grup¢je didZiausiu santykiniu gau-
sumu pasizymeéjo dvi neidentifikuotos rasys — Sp5268 (7,6 proc.) ir Sp6940
(4,8 proc.), taip pat Bifidobacterium pseudolongum (1,2 proc.) bei Bifido-
bacterium efficiens (1,0 proc.). T (9 sav.) ir K (9 sav.) grupése dominavo
Trueperella pyogenes, sudariusi atitinkamai 6,0 proc. ir 9,0 proc. visos mikro-
biotos. T (1 sav.) grupéje Actinobacteria tipo bakterijy nustatyta labai ne-
daug — aptikta tik B. pseudolongum (0,4 proc.) ir B. efficiens (0,1 proc.).

Proteobacteria tipo bakterijy pasiskirstymas pateiktas 3.1.1.1.6 paveiksle.
Didziausias Sio tipo bakterijy santykinis gausumas nustatytas K (9 sav.) gru-
péje, kur dominavo Histophilus somni, sudargs 17,8 proc. visos mikrobiotos.
T (9 sav.), K (1 sav.) ir T (1 sav.) grupése Sios riiSies santykinis gausumas
buvo gerokai mazesnis ir sieké atitinkamai 2,2 proc., 0,9 proc. ir 0,1 proc.
Escherichia coli nustatyta visose tiriamosiose grupése, taciau jos santykinis
gausumas buvo nedidelis (0,0-0,9 proc.).

3.1.2. Mésiniy karviy gimdos mikrobiotos grybiné sudétis

Meésiniy karviy gimdos mikrobiotos gryby sudétis tipy (Phylum), biriy
(Order) ir rusiy (Species) taksonominiuose lygmenyse pateikta 3.1.2.1 pa-
veiksle.

Siluminio Zemélapio analizé biiriy lygmeniu parodé, kad gryby bendrijos
sudétis skyrési tarp tiriamyjy grupiy. Didziausiu santykiniu gausumu pasizy-
méjo Saccharomycetales biirio grybai, ypa¢ K (1 sav.) grupéje, kur jy santy-
kinis gausumas buvo didziausias. T (9 sav.) grup¢je Sio biirio gryby nustatyta
maziau, o K (9 sav.) grupéje jy aptikta tik nedideliais kiekiais.

T (1 sav.) grupéje daugumos gryby taksony santykinis gausumas buvo ne-
didelis, taCiau nustatyti pavieniai Microascales, Sordariales ir Eurotiales bu-
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riy atstovai. K (9 sav.) grupéje gryby bendrija pasizyméjo nedideliu taksony
gausumu, o rySkaus kurio nors biirio dominavimo nenustatyta.

Be Saccharomycetales, T (1 sav.) ir T (9 sav.) grupése taip pat aptikta
Eurotiales, Tremellales ir Sordariales buriy gryby, kuriy santykinis gausumas
buvo mazas arba vidutinis. Nedideliais kiekiais visose tiriamosiose grupése
nustatyti ir Malasseziales bei Capnodiales biiriy atstovai.

,,Kiti“ kategorijai priskirti taksonai tarp tiriamyjy grupiy taip pat skyrési,
rodydami maZesnio santykinio gausumo arba nevisiSkai identifikuoty gryby
taksony buvimg gimdos mikobiotoje.

Gryby tipy lygmens analizé parodé¢ skirtingg mikobiotos sudétj tarp tiria-
myjy grupiy. I$ viso identifikuoti 83 gryby taksonai, kuriy santykinis gau-
sumas grupése buvo nevienodas. Visose tiriamosiose grupése dominavo
Ascomycota tipui priskiriami grybai. DidZiausias jy santykinis gausumas nu-
statytas K (9 sav.) grupéje, mazesnis — T (9 sav.) ir K (1 sav.) grupése, o ma-
ziausias — T (1 sav.) grupg¢je.
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K (9 sav.)

K (9 sav.)

Tipas
p__Olpidiomycota
k_ Fungi
p__Mucoromycota
p__Chytridiomycota
p_Basidiomyocota

p__Ascomycota

Taksonas

Kiti taksonai

Biirys

o__Microascales
k__Fungi
o__Sordariales
o__Malasseziales
Kiti taksonai
o__Saccharomycetales
o__Eurotiales
o__Tremellales

o Capnodiales

o Wallemiales
o__Pleosporales

o Leotiomycetes
o__Coniochactales
o__Chactothyriales
o__Synchytiales
P Ascomycota
o__Diversisporales
o__ Polyporales
p__Mucorales

o Dlpidiales
o__Dathideales
o__Botryosphaeriales
o Xylariales
o__Cantharcllales
a__Martierellales
a__Geastrales

a__ Filobasidiales
a__ Helatiales

a__ Glomerales
o__Sordariomycetes
o__Hypocreales

Taksonas



M oS
0.4 . )
03 Mikroorganizmy
santykinis gausumas Rasis

o__Glomeraceae

o__Aspergillus
o__Geastrum_sp__hungaricum
o__Coniochaeta_sp__baysiunika-canina
o___Capronia

o__Coniothyrium
o__Coniochaetaceae
o__Chaetothyriales
o__Synchytariales

__Ascomycota

o__Alternaria
o__Pichia_sp__deserticola-ethanolica
0__Geomyces_sp__auratus

o ium_sp_:
o__Acaulium_sp__albomirorascens-caviiforme
o__Cryptoocceus_sp__neoformans

©o__ Penicillium_sp__incoloratum
o__Pichia_sp__membranifaciens
o__Hanseniaspora
o__Byssoclamys_sp__lagunculariae
o__Diostegia_sp__croce
o__Vishniacozyma_sp__tephrensis
o__Penicillium_sp__paneum

o__ Aspergillus_sp__gracilis
o__Aspergillus_sp__tamarii
o__Thermotheleomyces_sp__thermophilus
o__Malasseziales__restricta

k__Fungi

boydii

la-fusca-niger

| T
o__Vishniacozyma_sp_ victoriae
o__Cladophialophora
o__Penicillium_sp__citrinum-griseofulvum-hetheringtonii
o__Meyerozyma_sp_guilliermondii
o__Wallemia_sp__sebi

o__Bipolaris_sp__rordiniana
o__Pichia_sp__fermentans-kuyveri
o__Penicilium_sp__cameum-roqueforti
o__Candida_sp_ parapsilosis

Kiti taksonai

o__Suhomyces_sp_ xylopsoci

T (1 sav.) K (1 sav.) T (9 sav.) K (9 sav.)

3.1.2.1 pav. Mésiniy karviy gimdos mikobiotos gryby sudétis pagal
tiriamgjg grupe ir méginiy paémimo laikg po versiavimosi (T (1 sav.),
K (Isav), T (9sav)irK (9sav.))

Mikobiotos sudétis pateikta tipy (Phylum), biiriy (Order), genciy (Genus) ir rasiy (Species)
taksonominiuose lygmenyse. Spalvy intensyvumas atspindi santykinj gausumag — nuo tamsiai
raudonos (didziausias) iki tamsiai mélynos spalvos (maziausias). Kiekviena eiluté atitinka
atskirg taksona, kurio pavadinimas pateiktas deSinéje paveikslo puséje. Méginiai sugrupuoti
taikant hierarching klastering analizg, pagrista Bray—Curtis nepanasumo indeksu. Taksony
pavadinimai, pasibaigiantys raidinémis priesagomis, zymi polifiletines grupes.

3.1.2.1. Mésiniy karviy gimdos mikobiotos taksonominés sudéties
analizé

Visose tiriamosiose grupése dominavo Ascomycota tipo grybai. Be Asco-
mycota, visose grupése buvo nustatyti ir Basidiomycota tipo grybai, kuriy
didziausias santykinis gausumas nustatytas K (9 sav.) grup¢je. Chytridiomy-
cota tipo gryby didziausias santykinis gausumas nustatytas K (1 sav.) grup¢je
(3.1.2.1.1 pav.).

,Kity taksony® kategorijos santykinis gausumas buvo didziausias
K (1 sav.)ir T (9 sav.) grupése — atitinkamai 51,6 proc. ir 50,3 proc. T (1 sav.)
grup¢je Sios kategorijos santykinis gausumas sieké 23,8 proc., o K (9 sav.)
grup¢je — 10,1 proc.
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Apibendrinus gautus duomenis nustatyta, kad mésiniy karviy gimdos mi-
kobiotoje dominavo trys gryby tipai: Ascomycota (49,4 %), Basidiomycota
(10,3 %) ir Chytridiomycota (4,6 %), kurie kartu sudar¢ 64,3 % bendros mi-
kobiotos. Likusig dalj (33,9 %) sudaré taksonai, kurie tipy lygmeniu nebuvo
priskirti konkre¢iam gryby tipui ir analizés rezultatuose buvo pateikti ,,Other*
kategorijoje.

K (9 sav.)
T (9 sav.)
K (1 sav.)
T (1 zav.) 1
] 20 40 60 30 100
Santykinis gausumas (%)
Ascomyeota . Basidiomycota . Chytridiomyeota ::E ::qmﬁl];:it'::" . Kiti taksonai
. Grupés (%)
Taksonas = :r'“
(%) T (1 sav.) K (1 sav.) T (9 sav.) K (9 sav.)
Ascomyeota 49.4 54.5 25,6 46,1 7.6
@ Basidiomycoia 10,3 16,4 28 36 18,3
@ Chytridiomyeota 4.6 0,0 18,6 00 0.0
B Neidentifikuoti tipy Iyemeniu 1.5 53 0.8 0.0 0.0
@ Kiti taksonai 319 23,8 | 51,6 50,3 10,1

3.1.2.1.1 pav. Mésiniy karviy gimdos mikobiotos gryby genciy santykinio

gausumo palyginimas tiriamosiose grupése
Paveiksle pateiktos tik tos gryby gentys, kuriy santykinis gausumas bent vienoje tiriamojoje
grupéje sieke 1 proc. arba daugiau. Lenteléje pateiktos kiekvienos gryby genties santykinio
gausumo procentinés reikSmeés. T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po versiavi-
mosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé praéjus | savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji
grupé pra¢jus 9 savaitéms po verSiavimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé¢ praéjus 9 savaitéms
po verSiavimosi.

T (1 sav.) grupéje didesniu santykiniu gausumu pasizyméjo Suhomyces
xylopsoci (19,2 proc.), Aspergillus asperula—fusca—niger (5,5 proc.), Penicil-
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lium paneum (4,8 proc.), Aspergillus gracilis (4,5 proc.), Aspergillus tamarii
(4,4 proc.) ir Aspergillus thermophilus (4,2 proc.) (3.1.2.1.2 pav.).

K (1 sav.) grup¢je didZiausias santykinis gausumas nustatytas neiden-
tifikuotam taksonui (9,5 proc.), taip pat Pichia deserticola—ethanolica
(9,3 proc.), Penicillium carneum—roqueforti (8,6 proc.) ir Pichia fermentans—
kluyveri (6,2 proc.).

T (9 sav.) grup¢je didziausiu santykiniu gausumu pasizymejo Suhomy-
ces xylopsoci (14,2 proc.). Taip pat nustatytos Scedosporium apiospermum—
boydii (3,0 proc.), Scedosporium albonigrescens—caviariforme (1,8 proc.) ir
Penicillium incoloratum (1,6 proc.) rusys.

K (9 sav.) grupéje didziausiu santykiniu gausumu pasizymejo Suhomyces
xylopsoci (19,2 proc.) ir neidentifikuotas taksonas (11,0 proc.). Taip pat nu-
statytos Candida parapsilosis (6,7 proc.), Candida guilliermondii (4,9 proc.),
Penicillium citrinum—griseofulvum—hetheringtonii (4,7 proc.) ir Pichia mem-
branifaciens (2,7 proc.).
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K (9 sav.)

T (9 sav.)

K (1 sav.)

T (1 sav.)

/] 0 40 &0 80 100
Santykinis gausumas (%)
Taksonas 13 viso Srmpts
T (1 sav.) K (1 sav.) T (9sav.) | K(9sav.)

® 5. Xylopsoci 13,2 19,2 0,4 14,2 19,2

5. neidentifikuota rigis 1 29 0 0 11,8 Q
® 5. neidentifikuota risis 2 28 0 0,2 0 11,0

5. neidentifikuota riddis 3 2.4 0 9,5 0 a
® 5. Deserticola-ethanolica 23 0 0 9.3 0
® 5. Carneum-roqueforti 2,1 0 0 0 8.6
® 5. Lagunculariae 21 4.7 0 0 3.6
% 5. Fermentans-kluyveri 21 2,1 0 0 6,2
® 5. Parapsilosis 1,7 0 0 0 6,7

5. Auratus 1,5 0 0 3,7 2.5
® 5. Asperula-fusca-niger 14 5.5 0 0 0
® 5. Citrinum-griseofilvum-hetheringtonii 1,3 0,7 0 0 4.7
® 5 Paneum 1,2 4,8 0 0 0
® 5 Guilliemondii 1,2 0 0 0 4,9
& 5. Gracilis 1,1 4.5 0 0 0
® 5. Tamarii 1,1 4.4 0 0 0
& 5 Sorokiniana 1,0 0 0 0 4,0
® 5. Thermophilus 1,0 4,2 0 0 0
®  Kitos riys 6,3 44 154 7.2 0,2

3.1.2.1.2 pav. Ascomycota tipo gryby rusiy santykinio gausumo (% nuo
bendros gryby sudéties) palyginimas mésiniy karviy gimdos mikobiotoje

T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po versiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po verSiavimosi.
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K (9 sav.) grupéje dominavo Vishniacozyma victoriae, kurios santykinis
gausumas sudar¢ 14,0 proc. visos gryby bendrijos. Tik Sioje grup¢je nustatyta
ir Vishniacozyma sebi, kurios santykinis gausumas sieké 4,3 proc. (3.1.2.1.3
pav.)

T (1 sav.) grupéje didziausiu santykiniu gausumu pasizyméjo Vishniaco-
zyma crocea (8,0 proc.), Vishniacozyma tephrensis (4,5 proc.) ir Malassezia
restricta (3,8 proc.).

T (9 sav.) grup¢je dazniausiai aptiktos Vishniacozyma tephrensis (2,0 %) ir
Cryptococcus neoformans (1,6 proc.) rasys.

K (1 sav.) grupéje nustatyta nedaug Basidiomycota tipo gryby. Dazniau-
siai aptiktos Rhodotorula hungarica (0,9 proc.), Vishniacozyma victoriae
(0,5 proc.) ir Vishniacozyma tephrensis (0,4 proc.) rusys.

K (9 sav.)

T(9sav.)

K (1 sav.)

T(1sav.)

40 60 80 100
Santykinis gausumas (%)

Taksonas I8 viso !
T (1 sav.) K (1 sav.) T (9 sav.) K (9 sav.)
® Vishniacozyma victoriae 3,6 0 0,5 0 14,0
Vishniacozyma crocea 2,0 8,0 0 0 0
® Vishniacozyma tephrensis 1,7 4,5 0,4 2,0 0
Vishniacozyma sebi Tsil: 0 0 4,3
® Malassezia restricta 1,0 3,8 0 0
® Cryptococcus neoformans 0,4 0 0 1,6 0
® Rhodotorula hungarica 0,2 0 0,9 0 0
Kitos rasys 0,2 0 0,9 0 0

3.1.2.1.3 pav. Basidiomycota tipo gryby riisiy santykinio gausumo (proc.

nuo bendros gryby sudéties) palyginimas mésiniy karviy gimdos mikobiotoje

T (1 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; K (1 sav.) — kontroliné grupé
praéjus 1 savaitei po verSiavimosi; T (9 sav.) — tiriamoji grupé praéjus 9 savaitéms po versia-
vimosi; K (9 sav.) — kontroliné grupé praéjus 9 savaitéms po versiavimosi.
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3.2. Oksidacinio streso Zymeny tyrimo rezultatai

3.2.1. GPx (glutationo peroksidazés) tyrimo rezultatai

Glutationo peroksidazés (GPx) koncentracijos dinamika tiriamojoje ir
kontrolingje grupése tyrimo metu pateikta 3.2.1.1 paveiksle. Kontrolinéje
grup¢je GPx koncentracija viso tyrimo metu nuosekliai mazéjo — nuo 44,23
+ 16,09 ng/ml pirmgja tyrimo dieng iki 21,34 + 18,28 ng/ml 62—3j3 diena.
Tuo tarpu tiriamojoje grupéje po pradinés 33,68 + 24,31 ng/ml koncentracijos
buvo stebimas padid¢jimas iki 40,12 + 27,16 ng/ml 21 dieng, nedidelis suma-
z¢jimas iki 37,74 + 19,66 ng/ml 41 dieng ir pakartotinis padid¢jimas iki 43,53
+ 22,36 ng/ml tyrimo pabaigoje.

Siekiant jvertinti grupés, tyrimo dienos ir jy sgveikos poveikj GPx kon-
centracijai, buvo taikytas tiesinis miSrusis modelis (Linear Mixed Model,
LMM). Analiz¢ parode, kad grupés efektas nebuvo statistiSkai reikSmingas
(F =0,295; p = 0,600). Taip pat nenustatytas statistiSkai reikSmingas tyrimo
dienos efektas (F = 0,631; p = 0,602) bei grupés ir tyrimo dienos sgveikos
efektas (F = 1,354; p=0,281).

GPx (ng/mL)
60 1
—&— Kontrolingé grupé

—&— Tiriamaoji grupé
50 1 J Lereing

44.23 e — anticksidaciné
40.12 3

40 -

30 4

21.34

GPx (ng/mL)

20 1

Prastedn

antioksidacimk

10 A bkl

Diena

3.2.1.1 pav. Glutationo peroksidazés (GPx) koncentracijos dinamika

3.2.2. Superoksido dismutazés (SOD) tyrimo rezultatai

Superoksido dismutazés (SOD) koncentracijos pokyciai tyrimo laikotar-
piu kontrolingje ir tiriamojoje grupése pateikti 3.2.2.1 paveiksle. Nustatyta,
kad viso tyrimo metu SOD koncentracijos tiriamojoje grupéje buvo didesnés
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nei kontrolinéje. Tyrimo pradzioje SOD koncentracija kontrolinéje grup¢je
sieké 55,21 + 49,34 ng/ml, o tiriamojoje — 83,70 + 46,32 ng/ml. Didziausios
reik§mes tiriamojoje grupéje nustatytos 21 ir 41 tyrimo dienomis (112,57 +
108,26 ng/ml ir 112,64 + 127,39 ng/ml), o tyrimo pabaigoje koncentracija
i8liko padidéjusi (95,97 + 45,50 ng/ml). Dideli standartiniai nuokrypiai rodo
rySky individualy tiriamyjy atsako kintamuma.

Siekiant jvertinti grupés, tyrimo dienos ir jy sgveikos poveikj SOD koncen-
tracijai, buvo taikytas tiesinis misrusis modelis (Linear Mixed Model, LMM).
Statistiskai reikSmingo grupés efekto nenustatyta (F =2,688; p = 0,120). Taip
pat nenustatytas statistiSkai reikSmingas tyrimo dienos efektas (F = 0,237; p
=0,870) ir grupés bei tyrimo dienos sgveikos efektas (F = 0,322; p = 0,809).

SOD (ng/mL)
140 -
—8— Kontroliné grupé 4
120 4 =8 Tirlamoji grupé | 112.57 ; 112.64 i
| | : anticksidacing
100 | | biiklé
=
E 80 83.70 : 1
g 66.21 72.08
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o
wy
40 Prastesné
42.19 anticksidaciné
20 - biklé
0 T
1 21 41 62

Diena

3.2.2.1 pav. Superoksido dismutazés (SOD) koncentracijos dinamika

3.2.3. Malondialdehido MDA tyrimo rezultatai

Malondialdehido (MDA) koncentracijos poky¢iai tyrimo laikotarpiu kon-
trolingje ir tirilamojoje grupése pateikti 3.2.3.1 paveiksle. Tyrimo metu MDA
koncentracija mazéjo abiejose grupése. Kontrolinéje grupéje MDA koncen-
tracija sumazéjo nuo 942,34 + 362,24 ng/ml iki 747,25 + 263,99 ng/ml, o
tiriamojoje grup¢je —nuo 1202,35 + 609,48 ng/ml iki 582,92 + 212,68 ng/ml.

Siekiant jvertinti grupés, tyrimo dienos ir jy sgveikos poveikj MDA kon-
centracijai, buvo taikytas tiesinis miSrusis modelis (Linear Mixed Model,
LMM). Grupés efektas nebuvo statistiskai reikSmingas (F <0,001; p=0,992).
Nustatytas statistiSkai reik§mingas tyrimo dienos efektas (F = 3,167;
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p =0,043), taciau grupés ir tyrimo dienos sgveikos efektas nebuvo statistiSkai
reikSmingas (F = 0,939; p = 0,437).

o MDA (ng/mL)
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1400 | 1202.35 — Tiri:lmop grupé Didesnis
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3.2.3.1 pav. Malondialdehido (MDA) koncentracijos dinamika

3.3. Laikotarpio iki pirmosios rujos analizé

Nustatyta, kad vynuogiy ekstrakto boliusy naudojimas turé¢jo statistisSkai
reikSmingg poveikj laikotarpiui iki pirmosios rujos po apsiversiavimo (Fi,17 =
4,56; p = 0,048; dalinis > = 0,21) (3.3.1 lentele).

3.3.1 lentelé. Vynuogiy ekstrakto boliusy naudojimo sgsajos su fiziologiniais
ir reprodukciniais rodikliais

Parametras Modelis | Grupé (p) | Saveika (p) |Efekto dydis (n?)
1131321;1; skaiCius iki pirmosios GLM 0.048 o 021
Estradiolis LMM 0.437 0.767 —
Progesteronas GLM 0.893 — —
Rujos indeksas LMM 0.117 0.050 —
Vidutiné temperatiira (7 d) GLM 0.531 — —
Aktyvumas GLM 0.367 — —
Prieskrandzio temperatiira LMM 0.231 0.362 —
Akies temperatura GLM 0.685 — —
Vulvos temperatiira 3C GLM 0.176 — 0.147
Vulvos temperatiira 2C LMM 0.498 0.522 —
Vulvos temperatiira 1C LMM 0.673 0.917 —

Pastaba. LMM — misriyjy efekty tiesinis modelis; GLM — bendrasis tiesinis modelis; 1> — da-
linis eta kvadratas. StatistiSkai reikSmingu laikytas skirtumas, kai p < 0,05.
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Kaplan—Mejer analiz¢ parode statistiskai reikSmingus skirtumus tarp kon-
trolinés (C) ir tiriamosios (T) grupiy pagal laika iki pirmosios rujos po apsi-
verSiavimo (3.3.1 pav.). Tiriamosios grupés karvéms pirmoji ruja pasireiske
anksciau nei kontrolinés grupés gyvuliams. Skirtumai tarp grupiy buvo jver-
tinti taikant Log—rank (Mantel-Cox) kriterijy.

1.0 Grupe

=== K (kontroliné grupé)

w— T (tiriamoji grupé)
0.8

0.6

Tikimybé

04

0.2

o

0 20 40 60
Dienos iki pirmosios rujos po apsiversiavimo

3.3.1 pav. Laikotarpio iki pirmosios rujos po apsiversiavimo Kaplan—Mejer
kreivés kontrolinéje (C) ir tiriamojoje (T) grupése

Vidutinis laikotarpis nuo verSiavimosi iki pirmosios rujos tiriamojoje gru-
péje buvo 23,88 + 1,86 dienos, o kontrolinéje grupéje — 39,82 + 5,05 dienos.
Mediana atitinkamai sieké 23,0 dienas (95 proc. PI: 18,38-27,62) ir 41,0 die-
ng (95 proc. PI: 24,82-57,18).

Log-rank (Mantel-Cox) testas patvirtino statistiSkai reikSmingg skirtuma
tarp grupiy (y* = 6,642; p = 0,010), rodantj, kad vynuogiy ekstrakto boliusus
gavusios karvés po verSiavimosi rujg pasieke reikSmingai anksciau.

3.4. Vynuogiy ekstrakto papildo poveikis reprodukciniams rodikliams
Vertinant vynuogiy ekstrakto papildo poveiki nustatyta, kad papildy nau-
dojimas neturéjo statistiSkai reikSmingos jtakos didziojo prieskrandZio tem-

peraturai, gyvuliy aktyvumui, akies bei vulvos pavirSiaus temperatirai, taip
pat estradiolio ir progesterono koncentracijoms kraujo serume (p > 0,05).
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Rujos indeksui nustatyta grupés ir reprodukcinio laikotarpio sgveikos ita-
ka, pasiekusi statistinio reikSmingumo ribg (p = 0,050), rodanti galimg vy-
nuogiy ekstrakto papildymo jtaka $io rodiklio pokyc¢iams.

3.5. VerSingumo rodiklio rezultatai

Tiriamosios grupés karviy verSingumo rodiklis buvo didesnis (88,9 proc.)
nei kontrolinés grupés (66,7 proc.; 3.5.1 pav.). Nors skirtumas tarp grupiy
buvo gana ryskus, dél nedidelés tiriamyjy galvijy imties statistinis reik§min-
gumas nenustatytas.

100 -

88.9%

80

66.7%

60

40 -

Verdingumo rodiklis (%)

20

K (kontroliné grupe) T (tiriamoji grupe)

Grupeés

3.5.1 pav. Versingumo rodiklio palyginimas kontrolinéje (C) ir tiriamojoje
(T) grupése

3.6. Koreliaciné analizé

Atlikus Benjamini—Hochberg klaidingy atradimy daznio (FDR) korekci-
ja, tolesnei analizei buvo atrinktos tik statistiSkai reikSmingos koreliacijos
(q <0,05; 3.5.1 lentelé). Statistiskai reikSmingi ry$iai nustatyti tarp didziojo
prieskrandzio temperattiros, gyvuliy aktyvumo, rujos indekso bei termogra-
fiskai iSmatuotos vulvos ir akies pavirSiaus temperatiiros.
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3.6.1 lentelé. Statistiskai reiksmingos koreliacijos tarp fiziologiniy ir elgsenos
rodikliy po Benjamini—Hochberg FDR korekcijos

Rodikliai Kontrf)lme q-reikSmé Tlrlafnop
grupé (r) grupé (r)

0,37-0.50 <0,05 0,43-0,52 <0,05

q-reikSme

Vulvos temperatiira—
Akies temperatiira

Prieskrandzio temperatiira—

Aktyvumas 0,72 <0,001 0,48 <0,05
PrieskrandZio tempratiira— 0.75 <0.00] 0,60 0,05
Rujos indeksas

Aktyvumas—Rujos indeksas 0,65 <0.001 0,66 <0.001

Pastaba: r — Pearsono koreliacijos koeficientas; g—reikSmés apskaiciuotos taikant Benjamini—
Hochberg klaidingy atradimy daznio (FDR) korekcija.

Didziojo prieskrandzio temperatiira buvo teigiamai susijusi su gyvuliy
aktyvumu abiejose grupése. Kontrolingje grupéje nustatytas didesnis kore-
liacijos koeficientas (r = 0,72; q < 0,001) nei tiriamojoje grupéje (r = 0,48;
q < 0,05). PanaSus rySys nustatytas tarp didziojo prieskrandzio temperati-
ros ir rujos indekso. Kontrolingje grupéje koreliacijos koeficientas sieke
r=0,75(q<0,001), o tiriamojoje —r = 0,60 (q < 0,05). Taigi, didéjant didzio-
jo prieskrandZzio temperatiirai buvo registruojamos ir didesnés aktyvumo bei
rujos indekso reikSmés.

Aktyvumas taip pat teigiamai koreliavo su rujos indeksu. Sio rysio dy-
dis abiejose grupése buvo labai panasus: kontrolinéje grupéje r = 0,65
(q <0,001), o tiriamojoje — r = 0,66 (q < 0,001). I$ visy analizuoty ryS$iy bi-
tent didziojo prieskrandzio temperatiiros, aktyvumo ir rujos indekso tarpusa-
vio sgsajos buvo nuosekliausiai nustatomos abiejose grupése. Toks rezultaty
pasiskirstymas rodo, kad rujos laikotarpiu registruojami elgsenos ir vidinés
temperattros poky¢iai vyko lygiagreciai.

TermografiSkai vertinty rodikliy analizéje abiejose grupése nustatytos tei-
giamos sgsajos tarp vulvos ir akies pavirSiaus temperatiiros. Kontrolinéje gru-
péje koreliacijos koeficientai kito nuo r = 0,37 iki 0,50 (q < 0,05), o tiriamo-
joje —nuo r = 0,43 iki 0,52 (q < 0,05). Taigi vulvos pavirSiaus temperatiiros
pokycius seké tos pacios krypties akies srities temperattiros poky¢iai.

71



4. REZULTATU APTARIMAS

Tobul¢jant molekuliniams mikroorganizmy identifikavimo metodams
nustatyta, kad kliniSkai sveiky galvijy gimdoje taip pat egzistuoja jvairi mi-
kroorganizmy bendrija. Jos sudétis gali kisti priklausomai nuo hormoninés
buklés, vietinio imuninio atsako ir gimdos involiucijos eigos [6, 9, 182—184].
Todél vien bakterijy buvimas nelaikomas patologija — svarbesné yra visos
mikrobiotos struktiira [6,48]. Dél Sios priezasties Siame tyrime buvo svarbu
jvertinti, ar sausojo vynuogiy ekstrakto sudétyje esantys polifenoliai galéjo
prisidéti prie palankesnés gimdos mikrobiotos formavimosi laikotarpiu po
apsiversiavimo.

Siame tyrime abiejy grupiy klinidkai sveiky karviy gimdos bakterinéje mi-
krobiotoje dominavo penki pagrindiniai tipai: Firmicutes — 40,9 proc., Fuso-
bacteria — 20,3 proc., Bacteroidetes — 19,6 proc., Actinobacteria — 9,2 proc.
ir Proteobacteria — 6,3 proc. IS viso identifikuotos 605 bakterijy rasys, ro-
dancios didele gimdos mikrobiotos taksonoming jvairove. Santos ir kt., tyre
sveiky, metritu ir endometritu sirgusiy karviy gimdos mikrobiotg laikotarpiu
po apsiversiavimo, nustaté tuos pacius pagrindinius bakterijy tipus, taciau jy
santykiné gausa ir mikrobiotos struktiira priklausé nuo gimdos sveikatingumo
buklés. Autoriai nustaté, kad metritu sirgusiy karviy mikrobiotai buvo bii-
dingas didesnis Fusobacteria ir Bacteroidetes santykinis gausumas, o sveiky
karviy gimdos mikrobiota pasizyméjo didesne bakterijy jvairove [48]. Panasi
tendencija nustatyta ir vélesniuose tyrimuose, kuriuose Bacteroidetes santy-
kinis gausumas sveiky karviy gimdoje sieké apie 10 proc., o metritu sirgusiy
— daugiau kaip 45 proc., tuo tarpu Fusobacterium genties bakterijos sudaré
atitinkamai apie 8 proc. ir 29,4 proc. bakterijy bendrijos.

Miisy tyrime nustatytas didelis bakterijy rasiy skaicius ir Firmicutes domi-
navimas atitinka kliniSkai sveiky karviy gimdos mikrobiotai btidingg dides-
n¢ taksonoming jvairove. Kita vertus, nustatytas 20,3 proc. Fusobacteria ir
19,6 proc. Bacteroidetes santykinis gausumas rodo, kad $iy su gimdos dis-
bioze siejamy bakterijy tipy buvimas savaime néra pakankamas patologinei
buklei apibudinti. Kadangi visos Siame tyrime dalyvavusios karvés buvo kli-
niskai sveikos, gauti rezultatai patvirtina, kad vertinant gimdos mikrobiotos
bukle svarbu atsizvelgti ne tik j atskiry bakterijy tipy buvima, bet ir j jy santy-
king gausa, mikrobiotos jvairove bei bakterijy sudéti zemesniu taksonominiu
lygmeniu.

Panasiai Clemmons ir bendraautoriai nustaté, kad karviy maksties ir gim-
dos bakterinés bendrijos pasizymi didele jvairove ir skiriasi tiek rtisiy jvai-
rove, tiek atskiry bakteriniy taksony santykine gausa [183]. Nors abiejose
reprodukcinio trakto dalyse dominavo Firmicutes tipo bakterijos, gimdos
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mikrobiota pasizymejo didesniu neidentifikuoty taksony kiekiu ir skirtinga
kai kuriy genciy bei Seimy sudétimi, palyginti su maksties mikrobiota. Auto-
riai pabréze, kad Sie mikrobiotos skirtumai grei¢iausiai atspindi fiziologinius
reprodukcinio trakto ypatumus ir gali turéti reikSmés reprodukcinei biiklei
bei ankstyvajam verSingumui [183]. Pascottini ir kt. taip pat nustaté aiSkia
postpartum gimdos mikrobiotos dinamika ir parod¢, kad bakterinés bendrijos
keiciasi vykstant gimdos involiucijai tiek kliniskai sveikoms, tiek endometri-
tu sergancioms karveéms [184]. Tyrime, kuriame 16S rRNR geno sekoskaita
buvo analizuojama Holsteiny karviy gimdos mikrobiota 10, 21 ir 35 parg po
apsiverSiavimo, nustatyta, kad kliniskai sveiky ir subklinikiniu endometritu
sirgusiy karviy mikrobiotos sudétis buvo panasi, o klinikiniu endometritu sir-
gusiy karviy gimdoje mikrobiota pasizyméjo mazesne bakterijy jvairove ir
ryskia disbioze. Be to, klinikinio endometrito atveju nustatyta didesné Bacte-
roidetes, Fusobacteria tipy bei Trueperella genties bakterijy santykiné gausa,
o Trueperella pyogenes buvo daZzniausiai i§skiriamas mikroorganizmas bakte-
riologinio tyrimo metu. Miisy tyrime nustatyti duomenys pabrézia, kad, verti-
nant jvairiy intervencijy poveikj gimdos mikrobiotai, biitina atsizvelgti j fizi-
ologinius postpartum laikotarpio pokycius, nes mikrobiotos sudétis natiiraliai
kinta vykstant gimdos involiucijai. Nors Fusobacteria, Bacteroidetes ir kai
kurios Actinobacteria grupei priklausancios bakterijos, jskaitant Trueperella
pyogenes, literatiiroje daznai siejamos su metritu ir endometritu, jy aptikimas
pats savaime nepatvirtina gimdos ligos [6, 182, 184]. Sie mikroorganizmai
gali biiti nustatomi ir kliniskai sveiky karviy gimdoje, o patologijos vysty-
masi lemia jy gausa, tarpusavio sgveika, ir karvés imuninis atsakas. Galvao
ir bendraautoriai pabréze, kad gimdos ligos dazniausiai siejamos su mikro-
binés bendrijos disbioze ir tam tikry patogeniniy taksony dominavimu, o ne
vien jy buvimu [6]. Misy tyrime tarp grupiy nustatyta mikrobiotos sudéties
skirtumy. Pirmajg savaitg tirlamojoje grupéje dominavo Streptococcus suis ir
Streptococcus porcinus—uberis, o kontrolingje grupéje nustatyta Clostridium
celatum, Lactobacillus ilealis ir kity Clostridiales atstovy. Devintgja savaite
tiriamojoje grupéje vyravo Fusobacterium genties bakterijos, o kontrolinéje
grupéje nustatytas didesnis Leptotrichiaceae, Histophilus ir Fusobacterium
taksony santykinis gausumas. Tarp grupiy nustatyti ir kity bakterijy taksony
santykinio gausumo skirtumai. Visos tyrime dalyvavusios karvés buvo klinis-
kai ir reprodukciniu poziiriu sveikos, todél potencialiai patogenisky taksony
nustatymas vertintinas kaip gimdos mikrobiotos sudéties dalis, o ne kaip sa-
vaiminis patologijos poZymis. Nustatyti mikrobiotos sudéties skirtumai lei-
dzia kelti prielaida apie galima sausojo vynuogiy ekstrakto sasaja su gimdos
mikrobiotos struktiiros pokyciais laikotarpiu po apsiverSiavimo, taciau Siy
skirtumy biologinei reikSmei ir galimam ekstrakto poveikiui pagrjsti reikalin-
gi tolesni didesnés imties tyrimai.
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Svarbi $io tyrimo dalis buvo ir gimdos grybinés mikrobiotos vertinimas.
Duomeny apie galvijy reprodukcinio trakto mikobiotg yra gerokai maziau
negu apie bakterines bendrijas. De Carli ir bendraautoriai nustaté, kad galvijy
reprodukciniame trakte gali biiti aptinkami jvairiis grybai, tarp jy Candida,
Penicillium ir Aspergillus genciy atstovai [10], taciau tam tikromis sglygomis
jie gali buti siejami su endometritu, reprodukciniais sutrikimais ar sumazéju-
siu vaisingumu [ 10, 11, 185, 186]. Sausojo vynuogiy ekstrakto gavusiy karviy
meéginiuose nustatyta mazesné kai kuriy gryby, jskaitant su Candida gentimi
siejamus taksonus, santykiné gausa, palyginti su kontroline grupe. Sis stebé-
jimas dera su antimikrobinémis ir mikrobiota moduliuojanc¢iomis augaliniy
polifenoliy savybémis, tac¢iau dél grupiniy méginiy ir ribotos tyrimo apim-
ties priezastinio rySio nustatyti negalima. Be to, néra pakankamai duomeny,
leidzianciy apibrézti normalig mésiniy karviy gimdos mikobiota skirtingais
laikotarpiais po apsiverSiavimo. Todél mazesné gryby santykiné gausa turéty
biiti jvardijama kaip potencialiai palanki tendencija.

Miisy tyrime nustatyta, kad Angus veislés mésiniy karviy gimdos bakte-
rinés ir grybinés mikrobiotos sudétis laikotarpiu po apsiversiavimo kito, at-
spindédama Siam laikotarpiui buidingus mikroorganizmy bendrijy pokyc¢ius.
Nustatyti dominuojantys bakterijy tipai ir jy santykinés gausos pokyciai buvo
panasis ] ankstesniuose tyrimuose aprasytas galvijy gimdos mikrobiotos ki-
timo tendencijas laikotarpiu po apsiversiavimo [182, 184, 187—189]. Toles-
niuose tyrimuose tikslinga taikyti individualy méginiy émimg, absoliutaus
mikroorganizmy kiekio nustatymg ir metagenoming ar metatranskriptomine
analizg, kartu vertinant vietinius uzdegimo Zymenis bei individualius repro-
dukcinius rodiklius.

Siame tyrime sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto poveikis mésiniy
karviy organizmui laikotarpiu po apsiverSiavimo buvo vertintas kompleksis-
kai, analizuojant gimdos bakterinés ir grybinés mikrobiotos sudétj, oksida-
cinio streso zymenis, reprodukcinés funkcijos atsikiirimg ir jutikliais regis-
truojamus fiziologinius bei elgsenos rodiklius. Toks tyrimo modelis svarbus
todel, kad reprodukcinés sistemos atsistatymas po apsiverSiavimo néra vieno
biologinio proceso rezultatas. Jj lemia gimdos involiucija, vietinio ir sistemi-
nio imuninio atsako reguliacija, metaboliné adaptacija, antioksidacinés ap-
saugos biikle, pagumburio—hipofizés—kiausidziy asies aktyvumas ir gyvulio
elgesio poky¢iai.

Glutationo peroksidazé yra vienas svarbiausiy fermentinés antioksidaci-
nés sistemos komponenty, dalyvaujantis vandenilio peroksido ir lipidy hidro-
peroksidy neutralizavime. Siame tyrime GPx koncentracijos dinamika tarp
grupiy skyreési: kontrolingje grupéje ji sumazéjo apie 52 proc., o tiriamojoje
grupéje padidéjo t. y. apie 29 proc. Taigi, abiejose grupése buvo stebimos
priesingos GPx koncentracijos kitimo kryptys. Kadangi GPx yra svarbus fer-
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mentineés antioksidacinés apsaugos komponentas, tiriamojoje grupéje nusta-
tyta GPx did¢jimo kryptis gali rodyti geriau iSlaikyta antioksidacinés siste-
mos aktyvumg laikotarpiu po apsiverSiavimo, tuo tarpu kontrolinéje grup¢je
nustatytas jos mazéjimas gali biiti siejamas su silpnéjancia fermentine antiok-
sidacine apsauga. Vis délto statistiné analizé nepatvirtino reikSmingo grupés
(p = 0,600) ar grupés ir laiko sgveikos (p = 0,281) poveikiy, todél nustatyty
prieSingy GPx kitimo krypc¢iy negalima patikimai priskirti sausojo vynuogiy
ekstrakto poveikiui. Didelis individualus GPx koncentracijy kintamumas taip
pat galéjo turéti jtakos statistiniam rezultaty reikSmingumui.

Panasiis rezultatai gauti Huang ir bendraautoriy [124] tyrime, kuriame 48
ankstyvosios laktacijos HolSteiny veislés karvéms 50 dieny buvo skiriamas
vynuogiy s¢kly proantocianidiny ekstraktas. Karvés buvo suskirstytos i ketu-
rias grupes ir gavo 0, 20, 40 arba 80 mg ekstrakto/kg kiino svorio per diena.
Nepaisant skirtingy ekstrakto doziy, statistiSkai reikSmingo poveikio GPx
aktyvumui nenustatyta. Reik§Smingy skirtumy taip pat nenustatyta vertinant
SOD aktyvuma ir bendra antioksidacinj pajéguma. Sie rezultatai i§ dalies
sutampa su Siame tyrime gautais duomenimis ir rodo, kad vynuogiy kilmés
polifenoliy papildymas ne visais atvejais lemia statistiSkai reikSmingus fer-
mentinés antioksidacinés sistemos pokycius.

Panasiis rezultatai nustatyti ir Gessner ir bendraautoriy [120] tyrime, ku-
riame ankstyvosios laktacijos HolSteiny veislés karvéms nuo trijy savaiciy
pries verSiavimasi iki devintos savaités po apsiverSiavimo buvo skiriamas 1
proc. vynuogiy sékly ir iSspaudy ekstrakto priedas. Tyrime nenustatyta reiks-
mingo priedo poveikio GPX3 geno raiskai kepenyse (p = 0,192) ar priedo ir
laiko sgveikos (p = 0,132). ReikSmingy poky¢iy nenustatyta ir vertinant kitus
antioksidacinés biklés rodiklius. Sie duomenys papildo $iame tyrime gautus
rezultatus ir rodo, kad vynuogiy kilmés produkty poveikis antioksidacinei
sistemai laikotarpiu po apsiverSiavimo gali buti nepakankamai ryskus, kad
pasireiksty statistiSkai reikSmingais atskiry antioksidacinés sistemos rodikliy
poky¢iais.

Kitame tyrime su jaunesniais galvijais nustatytos ryskesnés antioksidaci-
nio atsako tendencijos. Nujunkytiems mesiniy veisliy miSriinams verseliams
60 dieny skiriant po 4 g vynuogiy sékly ekstrakto per dieng, tyrimo pabaigoje
GSH-Px aktyvumas ekstrakta gavusioje grupéje sieké 175,11 U/ml, o kon-
trolingje — 162,38 U/ml. Nors skirtumas statistinio reikSmingumo nepasieké,
buvo nustatyta didesnio GSH-Px aktyvumo tendencija (p = 0,078). Tame pa-
¢iame tyrime ekstrakta gavusiy verSeliy SOD aktyvumas buvo reikSmingai
didesnis (78,01 ir 73,17 U/ml; p = 0,010), bendras antioksidacinis pajégumas
buvo didesnis (6,46 ir 5,79 U/ml; p = 0,047), o MDA koncentracija mazesn¢
(4,59 ir 5,37 nmol/ml; p = 0,027) nei kontrolinés grupés verseliy.
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Taigi literattiros duomenys, kaip ir Siame tyrime gauti rezultatai, rodo, kad
vynuogiy kilmés polifenoliy poveikis fermentinei antioksidacinei sistemai
néra vienodas. Siame tyrime nustatytos priesingos GPx kitimo kryptys — jos
koncentracijos padidéjimas tiriamojoje ir sumazejimas kontrolinéje grupéje —
gali rodyti galimg sausojo vynuogiy ekstrakto sgsaja su geriau iSlaikyta fer-
mentine antioksidacine apsauga, taCiau statistiSkai reikSmingos grupés ir
laiko sgveikos nebuvimas neleidzia Sio pokyc¢io laikyti patvirtintu ekstrakto
poveikiu. Skirtingus tyrimy rezultatus gali lemti naudojamo vynuogiy pro-
dukto sudétis ir polifenoliy koncentracija, jy biologinis prieinamumas, ski-
riama dozé, papildymo trukmé, gyvuliy amzius, fiziologiné buklé ir pradinis
oksidacinio streso intensyvumas.

Superoksido dismutaze (SOD) yra vienas pagrindiniy fermentinés antiok-
sidacingés sistemos komponenty, katalizuojantis superoksido radikaly virtima
vandenilio peroksidu ir taip prisidedantis prie lasteliy apsaugos nuo oksidaci-
nio pazeidimo. Miisy tyrime visais vertintais laikotarpiais SOD koncentracija
tiriamojoje grupéje buvo skaitine iSraiSka didesné nei kontrolinéje grupéje.
Tyrimo pradzioje ji sieké atitinkamai 83,70 £+ 46,32 ir 55,21 + 49,34 ng/ml.
Nors statistiSkai reikSmingo grupés poveikio (p = 0,120) ir grupés bei laiko
sgveikos (p = 0,809) nenustatyta, viso tyrimo metu iSlikusi didesniy SOD
koncentracijy kryptis tiriamojoje grupéje gali biiti vertinama kaip biologiné
tendencija.

Panasiai Li ir bendraautoriai, tyre 30 Angus veislés buliy, nenustaté statis-
tiskai reikSmingo vynuogiy iSspaudy poveikio SOD aktyvumui [190]. Gyvu-
liai buvo suskirstyti j tris grupes, kuriose 0, 10 arba 20 proc. kukuriizy silo-
so sausosios medziagos buvo pakeista dziovintomis vynuogiy iSspaudomis.
SOD aktyvumas kontrolinéje grupéje sieké 13,77 U/ml, 10 proc. vynuogiy
iSspaudy grupéje — 14,34 U/ml, o 20 proc. grupéje — 14,06 U/ml; skirtumai
tarp grupiy nebuvo statistiskai reikSmingi (p = 0,681). Vis délto 10 proc. vy-
nuogiy iSspaudy grupéje nustatytas reikSmingai didesnis katalazés aktyvumas
—29,39 U/ml, palyginti su 13,22 U/ml kontrolingje ir 7,25 U/ml 20 proc. vy-
nuogiy i§spaudy grupé¢je (p = 0,004). Tai rodo, kad vynuogiy kilmés produkty
poveikis antioksidacinei sistemai gali pasireiksti ne visy antioksidaciniy fer-
menty pokyciais vienu metu.

Kita vertus, Urkmez ir Biricik tyrime su 60 kar$&io stresa patyrusiy Hols-
teiny veislés verSeliy nustatytas ryskesnis vynuogiy sékly ekstrakto poveikis
SOD [125]. Verseliai gavo 0, 25, 50 arba 100 mg/kg ktino svorio per dieng
vynuogiy sékly ekstrakto. SOD koncentracija buvo reik§mingai didesné 50 ir
100 mg/kg ekstrakto gavusiy verSeliy grupése, palyginti su kontroline ir 25
mg/kg grupe (p < 0,001). Be to, visose ekstraktg gavusiose grupése nustatyta
mazesné MDA koncentracija (p < 0,01), o 100 mg/kg doze gavusiy verseliy
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bendras antioksidacinis pajégumas 33 tyrimo dieng buvo didesnis nei kontro-
linés grupés (p = 0,02).

PanaSy teigiama atsaka nustaté ir kiti autoriai, tyre 30 nujunkyty mésiniy
veisliy misriiny verSeliy [191]. Gyvuliams 60 dieny skiriant po 4 g vynuogiy
sékly ekstrakto per dieng, SOD aktyvumas tiriamojoje grupéje tyrimo pabai-
goje sieké 78,01 U/ml, o kontrolingje — 73,17 U/ml, ir skirtumas buvo statis-
tiSkai reikSmingas (p = 0,010). Be to, ekstrakta gavusiy verseliy bendras anti-
oksidacinis pajégumas buvo didesnis (6,46 ir 5,79 U/ml; p = 0,047), o MDA
koncentracija mazesné (4,59 ir 5,37 nmol/ml; p = 0,027). Taigi literatiiroje
pateikiami nevienodi SOD atsako j vynuogiy kilmés produktus rezultatai. Li
ir kt. tyrime su suaugusiais Angus buliais, kaip ir Siame tyrime, statistiSkai
reik§mingo SOD poky¢€io nenustatyta, tuo tarpu tyrimuose su auganciais ar
kar$cio stresg patirianciais verSeliais vynuogiy sékly ekstraktas reikSmingai
padidino SOD. Sie skirtumai gali bati susij¢ su gyvuliy amZiumi ir fiziolo-
gine biikle, oksidacinio streso intensyvumu, naudojamo vynuogiy produkto
forma, polifenoliy koncentracija, skiriama doze ir papildymo trukme. Todél
misy tyrime nustatyta nuosekli didesniy SOD koncentracijy kryptis tiriamo-
joje grupéje gali rodyti palankesne antioksidacinés sistemos biikle, taciau dél
statistiSkai nereikSmingo grupés poveikio ir grupés bei laiko sgveikos jos ne-
galima laikyti patvirtintu sausojo vynuogiy ekstrakto poveikiu.

Malondialdehidas (MDA) susidaro vykstant polinesociyjy riebaly ragsciy
peroksidacijai, todél jo koncentracija naudojama oksidacinio lipidy pazeidi-
mo intensyvumui vertinti. Siame tyrime MDA koncentracija maZé&jo abiejose
grupése, taciau skaitine iSraiska rySkesnis sumaz¢jimas nustatytas tiriamojoje
grupéje. Kontrolinéje grupéje MDA koncentracija sumazéjo apie 21 proc., o
tirlamojoje —nuo t. y. apie 52 proc. Tokia MDA koncentracijos dinamika rodo
mazéjant] lipidy peroksidacijos intensyvuma tyrimo laikotarpiu, o ryskesnis
skaitinis sumaz¢jimas tiriamojoje grupéje gali biiti vertinamas kaip palanki
oksidacinés biiklés kitimo kryptis.

Vis délto statistiSkai reikSmingas buvo tik bendras laiko poveikis (p =
0,043), o grupés (p = 0,992) ir grupés bei laiko sgveikos (p = 0,437) poveikiai
reikSmingi nebuvo. Todé¢l negalima teigti, kad rySkesnj MDA koncentracijos
sumazg¢jimga tiriamojoje grupéje sukélé sausasis vynuogiy ekstraktas.

Vynuogiy kilmés produkty gebéjimg mazinti lipidy oksidacija patvirtina
ir kiti tyrimai su galvijais, nors juose buvo vertinti skirtingi biologiniai me-
giniai. lanni ir bendraautoriai tyré¢ 10 Fryzy veislés karviy, kuriy racionas 56
dienas buvo papildytas dziovintomis vynuogiy iSspaudomis, sudariusiomis
10 proc. raciono sausosios medziagos [192]. Autoriai nustaté, kad vynuogiy
iSspaudy jtraukimas | raciong pagerino i§ Siy karviy pieno pagaminty pro-
dukty oksidacinj stabilumg. Lipidy oksidacija buvo vertinama pagal tiobar-
bitiiro rigstimi reaguojancias medziagas (TBARS), kuriy nustatymui MDA
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naudojamas kaip lipidy oksidacinio paZeidimo Zymuo. RySkesnis apsauginis
poveikis nustatytas po 30 dieny siirio brandinimo. Autoriai §] poveikj siejo su
vynuogiy iSspaudose esanciais polifenoliniais junginiais ir jy antioksidaciné-
mis savybémis.

Kito tyrimo metu penimy Dzersiy ir HolSteiny miSriiny galvijy racionas
papildytas dideliu vynuogiy iSspaudy kiekiu taip pat sumazino lipidy oksida-
cija. Tyrime dalyvavo 24 galvijai, kuriems buvo skiriamas vynuogiy iSspaudy
turintis racionas. Po skerdimo Longissimus lumborum ir Semimembranosus
raumenyse buvo vertinama MDA koncentracija. Pirmosiomis laikymo dieno-
mis skirtumy tarp grupiy nenustatyta, taciau 4, 6 ir 8 laikymo dienomis vy-
nuogiy iSspaudas gavusiy galvijy mésoje MDA koncentracija buvo reikSmin-
gai mazesné nei kontrolinés grupés; nustatyta reikSminga raciono ir laikymo
laiko sgveika (p <0,01). Tai parodé¢ didesni mésos lipidy oksidacinj stabiluma
vynuogiy iSspaudas gavusiy galvijy grupg¢je.

Siy tyrimy rezultatai néra tiesiogiai tapatiis miisy darbe gautiems duome-
nims, nes lanni ir bendraautoriai oksidacinj stabilumg vertino pieno produk-
tuose, o penimy galvijy tyrime MDA buvo nustatomas raumeniniame audiny-
je po skerdimo, tuo tarpu Siame tyrime MDA koncentracija nustatyta kraujo
serume. Vis délto visuose tyrimuose stebima panasi biologiné kryptis — vy-
nuogiy kilmés polifenoliy turin¢iy produkty vartojimas siejamas su didesniu
lipidy oksidaciniu stabilumu. Miisy tyrime nustatytas 52 proc. MDA kon-
centracijos sumazéjimas tiriamojoje grupéje, palyginti su 21 proc. sumazéji-
mu kontrolinéje grupéje, gali biiti vertinamas kaip skaitiné mazesnio lipidy
peroksidacijos intensyvumo kryptis. Taciau statistiSkai reikSmingos grupés ir
laiko sgveikos poveikio nebuvimas neleidZia Sio pokyc€io laikyti patvirtinta
sausojo vynuogiy ekstrakto jtaka. Skirtumus tarp Siame ir kituose tyrimuose
gauty rezultaty gal¢jo lemti vynuogiy produkto forma ir polifenoliy koncen-
tracija, skiriama dozé, papildymo trukmé, gyvuliy fiziologiné biikl¢ ir biolo-
ginis méginys, kuriame buvo vertinama lipidy peroksidacija.

Svarbiausias Siame tyrime nustatytas pokytis buvo trumpesnis laikotarpis
nuo apsiversiavimo iki pirmosios rujos sausojo vynuogiy ekstrakto boliusus
gavusioms karvéms. Tiriamojoje grupéje pirmoji ruja pasireiSké vidutiniskai
po 23,88 + 1,86 dienos, o kontrolinéje — po 39,82 £ 5,05 dienos, taigi tiriamo-
joje grupéje ji nustatyta vidutiniskai 15,94 dienos anksciau. Medianinis laikas
iki pirmosios rujos buvo atitinkamai 23 ir 41 diena. Kaplan—-Meier analiz¢
patvirtino statistiSkai reikSminga grupiy skirtumg (x> = 6,642; p = 0,010), o
bendrojo tiesinio modelio analizéje grupés poveikis taip pat buvo reikSmin-
gas (p = 0,048; dalinis 2 = 0,21). Sis rezultatas gali bati svarbus praktiniu
poziiiriu, nes uzsitgses anestrus laikotarpis po apsiverSiavimo yra vienas i$
veiksniy, ribojan¢iy mésiniy karviy reprodukcinj efektyvuma.
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Augalinés kilmés bioaktyviyjy junginiy poveikis reprodukciniams rodi-
kliams laikotarpiu po apsiverSiavimo nagrinétas ir kituose tyrimuose. Kumar
ir bendraautoriai, verting Asparagus racemosus Sakny milteliy papildo povei-
ki misrinéms karvéms, nustaté, kad Sio augalinio papildo skyrimas pries ap-
siverSiavima ir po jo reikSmingai sutrumpino laikotarpj iki pirmosios rujos po
apsiverSiavimo, sutrumpino servis periodg ir sumazino sé¢klinimy vienam ap-
sivaisinimui skaiciy, palyginti su kontroline grupe. Be to, papilda gavusioms
karvéms nustatytas spartesnis gimdos involiucijos procesas [193]. PanaSius
rezultatus pateiké Amin ir bendraautoriai, tyr¢ karves, kurioms po apsiver-
Siavimo buvo nustatytas kiausidziy funkcijos nepakankamumas. Jy naudoto
augalinio preparato sudétyje buvo Cyperus rotundus gumby, Moringa pte-
rygosperma lapy, Zingiber officinale Sakniastiebiy ir Allium cepa svoginy.
Po pirmojo preparato skyrimo rujos atsakas nustatytas 66,7 proc. tiriamosios
grupés karviy, o po antrojo — 88,9 proc., palyginti su 20,0 proc. kontrolin¢je
grup¢je. Apsivaisinimo rodiklis taip pat buvo didesnis augalinj preparatg ga-
vusiy karviy grupéje — atitinkamai 66,7 ir 20,0 proc. Sie rezultatai i§ dalies
sutampa su misy tyrime nustatytu ankstesniu pirmosios rujos pasireiSkimu
sausojo vynuogiy ekstrakto boliusus gavusioms karvéms ir galima teigti, kad
augalines kilmés bioaktyviyjy junginiy naudojimas yra susijes su reprodukci-
nés veiklos atsinaujinimu po apsiverSiavimo. Vis délto tiesioginis Siy tyrimy
palyginimas yra ribotas dél skirtingos naudoty augaliniy produkty sudéties, jy
doziy, papildymo trukmés bei tirty gyvuliy fiziologinés buklés.

Tiriamosios grupés karviy verSingumo rodiklis taip pat buvo skaitine i$-
raiSka didesnis — 88,9 proc., palyginti su 66,7 proc. kontrolinéje grupé¢je. Vis
delto Sis skirtumas statistinio reikSmingumo neturéjo, todél negalima teig-
ti, kad sausasis vynuogiy ekstraktas padidino karviy ver§ingumo procenta.
Nedidelé tyrimo imtis ribojo statisting galig nustatyti grupiy skirtumus. Vis
délto skaitine isSraiSka didesnis versingumo rodiklis gali biiti vertinamas kartu
su reikSmingai trumpesniu laikotarpiu iki pirmosios rujos. Antioksidacinés
buklés ir vaisingumo sgsajas rodo Harrison ir bendraautoriy tyrimas [194],
kuriame 198 karvems likus trims savaitéms iki numatomo verSiavimosi buvo
skirta vitamino E ir seleno injekcija. Papildg gavusiy karviy verSingumas po
pirmojo séklinimo buvo didesnis nei kontroliniy — atitinkamai 41,2 ir 25,3
proc. (p = 0,02), o séklinimy vienam apsivaisinimui skai¢ius mazesnis — 2,3
ir 2,8 (p = 0,03). Taciau laikotarpis iki pirmosios rujos nesiskyré. Tai dar kar-
ta rodo, kad skirtingi reprodukcinés funkcijos komponentai gali nevienodai
reaguoti | antioksidacinés buklés pokycius. Todel miisy tyrime nustatyti 88,9
ir 66,7 proc. verSingumo rodikliai turéty biiti vertinami kaip perspektyvus,
taciau statistiSkai nepatvirtintas skirtumas. Didesnés imties tyrimas leisty nu-
statyti, ar ankstesnis reprodukcinio ciklo atsinaujinimas tiriamojoje grupéje
yra susijes ir su didesne apsivaisinimo tikimybe.
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Nors laikotarpis iki pirmosios rujos tarp grupiy reikSmingai skyrési, dau-
gumai kity fiziologiniy ir elgsenos rodikliy grupés poveikis nenustatytas.
Gyvuliy aktyvumas tarp grupiy reikSmingai nesiskyre (p = 0,367). Taciau
koreliaciné analizé suteiké papildomos informacijos apie atskiry rodikliy
tarpusavio sgsajas. Aktyvumas teigiamai koreliavo su rujos indeksu abiejose
grupése, o koreliacijos koeficientai buvo beveik vienodi — kontroliné€je gru-
péje r=0,65 (q < 0,001), tiriamojoje —r = 0,66 (q < 0,001). Si sasaja yra bio-
logiSkai pagrijsta, nes padidéjes judéjimo aktyvumas yra vienas biidingiausiy
rujos elgsenos pokyciy. Silper ir bendraautoriai, naudodami dvi skirtingas
automatines aktyvumo stebésenos sistemas HolSteiny veislés telyCioms, pa-
rod¢, kad aktyvumo pokyciai gali buti naudojami rujos iSraiskai nustatyti ir
kiekybiskai jvertinti [195].

Siame tyrime beveik vienodi aktyvumo ir rujos indekso koreliacijos koe-
ficientai abiejose grupése yra ypac svarbils interpretuojant ekstrakto poveikj.
Kadangi rySys vienodai pasireiSké ir kontrolingje, ir tiriamojoje grupéje, jis
greiciausiai atspindi bendrg rujai buidingg elgsenos procesg, o ne specifinj
sausojo vynuogiy ekstrakto poveikj. Tai taip pat dera su tuo, kad bendras gru-
pés poveikis aktyvumui nebuvo statistiSkai reikSmingas.

Didziojo prieskrandzio temperatirai statistiSkai reikSmingo grupés povei-
kio taip pat nenustatyta (p = 0,231), taciau koreliacin¢ analiz¢ parodé jos
sasajas su rujos pozymiais. Kontrolinéje grupéje didziojo prieskrandzio tem-
peratiira koreliavo su aktyvumu r = 0,72 (q < 0,001), o tiriamojoje — r = 0,48
(q < 0,05). Dar didesnis koreliacijos koeficientas kontrolinéje grupéje nu-
statytas tarp didZiojo prieskrandzio temperatiiros ir rujos indekso — r = 0,75
(q <0,001), o tiriamojoje grupeje jis sieke r = 0,60 (q < 0,05). Taigi abiejo-
se grupese didéjant didziojo prieskrandzio temperatirai buvo registruojamas
didesnis gyvuliy aktyvumas ir rujos indeksas, nors rysio dydis tarp grupiy
skyrési. Panasius temperatiiros ir rujos iSraiSkos pokycius nustaté Burnett ir
bendraautoriai, iSanalizave 190 rujos epizody pieninéms karvéms, kurioms
vienu metu buvo registruojama didziojo prieskrandzio—tinklainio temperatii-
ra ir aktyvumas [196]. DidZiausias teigiamas temperatiiros pokytis rujos metu
sieke 0,55 + 0,03 °C, o ovuliacijos laikotarpiu — 0,26 + 0,04 °C. Be to, rySkes-
ne rujos iSraiSka demonstravusioms karvéms nustatyti didesni temperatiiros
poky¢iai. Tai atitinka miisy tyrime nustatytg teigiama didZiojo prieskrandzio
temperatiiros rysj su aktyvumu ir rujos indeksu. Vis délto Burnett ir bendraau-
toriams vien pagal temperatiiros pokycius suformuoti perspéjimai nepasieke
pakankamo tikslumo patikimai rujai ar ovuliacijai nustatyti. Taigi didZiojo
prieskrandzio temperattra gali suteikti papildomos informacijos apie rujos
metu vykstancius fiziologinius poky¢ius, taciau ja tikslinga vertinti kartu su
elgsenos rodikliais.
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Akies ir vulvos pavirSiaus temperatliroms statistiSkai reikSmingo grupés
poveikio nenustatyta (akies p = 0,685 ir vulvos p = 0,176). Taciau termo-
grafiniy rodikliy koreliaciné analizé parodé teigiamas vulvos ir akies tem-
peratiros sgsajas. Kontrolin¢je grupéje koreliacijos koeficientai kito nuo
r= 0,37 iki 0,50, o tiriamojoje — nuo r = 0,43 iki 0,52 (q < 0,05). Tai rodo,
kad skirtingose anatominése srityse registruoti pavirSiaus temperatiiros po-
kyciai tam tikru mastu pasizyméjo panasia tendencija. Termografijos gali-
mybes reprodukcinei biiklei vertinti tyr¢ Talukder ir bendraautoriai [197]. Jy
duomenimis, vulvos pavirSiaus temperatiiros pokyciai galéjo biiti naudojami
ovuliacijai prognozuoti 2448 val. i§ anksto. Taikant 1,0 °C temperatiiros pa-
did¢jimo ribg, metodo jautrumas sieké 83 proc., specifiSkumas — 43 proc., o
teigiama prognostiné verté — 71 proc.. Taciau vulvos sritis praktiniu poziiiriu
turi trikumy — matavimui jtakos gali turéti uodega ir uZterStumas, todel akies
sritis d¢l lengvesnio automatinio stebéjimo taip pat vertinama kaip potenciali
termografinio monitoringo vieta. Miisy tyrime nustatyta vulvos ir akies tem-
peratiiry sgsaja patvirtina, kad periferinés temperattiros pokyciai néra visiskai
nepriklausomi. Vis délto nei akies, nei vulvos temperatiirai grupés poveikis
nebuvo reikSmingas, o ankstesniy tyrimy duomenys rodo ribotg vien termo-
grafija pagrjstos rujos diagnostikos tikslumg. D¢l Sios priezasties termogra-
finius rodiklius tikslingiau vertinti kaip papildoma, o ne savarankiska rujos
nustatymo priemong.

Estradiolio ir progesterono koncentracijoms sausojo vynuogiy ekstrak-
to papildymas statistiSkai reik§Smingo poveikio taip pat neturéjo (estradiolio
p = 0,437 ir progesterono p = 0,893). Tai svarbu interpretuojant reik§min-
gai ankstesne pirmaja ruja tiriamojoje grupéje. Nors ekstrakta gavusiy karviy
reprodukcinis ciklas atsinaujino anksciau, taikyta savaitiné kraujo méginiy
émimo schema gal¢jo biiti nepakankamai dazna trumpalaikiams estradiolio
poky¢iams, susijusiems su preovuliaciniu folikulu, uzfiksuoti. Apibendrinant
fiziologiniy ir elgsenos rodikliy rezultatus, svarbu tai, kad reikSmingos jy tar-
pusavio sgsajos buvo nustatytos abiejose grupése. Aktyvumas koreliavo su
rujos indeksu, o didziojo prieskrandZio temperatiira — tiek su aktyvumu, tiek
su rujos indeksu. Termografinéje analizgje taip pat nustatytos vulvos ir akies
pavirSiaus temperatiiry sasajos. Kadangi Sie rysiai pasireiSké ir kontrolinéje,
ir tirlamojoje grupéje, jie greiciausiai atspindi bendrus rujos metu vykstan-
¢ius fiziologinius ir elgsenos procesus, o ne specifinj sausojo vynuogiy eks-
trakto poveikj.

Sie rezultatai kartu pagrindzia integruoto keliy parametry vertinimo svar-
ba. Saint-Dizier ir kt. apzvalgoje nurodoma, kad temperatiiros ir akselerome-
tro duomeny integravimas skirtingose galvijy veislése ir laikymo sistemose
leido pasiekti didesnj nei 90 proc. rujos nustatymo tiksluma [198]. Keliy pa-
rametry naudojimas taip pat padeda sumazinti klaidingy perspéjimy, kuriuos
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gali sukelti aplinkos temperattiros pokyc¢iai, gyvuliy tarpusavio sagveika ar su
ruja nesusij¢s aktyvumo padidéjimas, skaiciy.

Taigi Siame tyrime nustatytos didziojo prieskrandzio temperatiiros, akty-
vumo, rujos indekso ir termografiniy rodikliy tarpusavio sgsajos rodo, kad
Sie parametrai gali suteikti daugiau informacijos apie reprodukcing biikle
vertinami kartu nei analizuojami atskirai. Nors sausasis vynuogiy ekstrak-
tas neturéjo statistiSkai reikSmingo poveikio daugumai atskiry fiziologiniy
ir hormoniniy rodikliy, reikSmingai ankstesnis pirmosios rujos pasireiSkimas
tiriamojoje grupéje rodo galimg jo sgsaja su spartesniu reprodukcinés veiklos
atsinaujinimu po apsiverSiavimo. D¢l nedidelés tyrimo imties tiek galimas
ekstrakto poveikis ver§ingumui, tiek integruoty fiziologiniy rodikliy diagnos-
tiné verté turéty buti patvirtinti didesnés apimties tyrimuose.

Apibendrinant, Sio darbo rezultatai rodo, kad sausojo vynuogiy ekstrakto
boliusus gavusioms karvéms pirmoji ruja po apsiversiavimo pasireiske reiks-
mingai anksciau, taciau ekstraktas netur¢jo statistiskai reikSmingo poveikio
daugumai kity reprodukciniy, fiziologiniy ir oksidacinio streso rodikliy. Gim-
dos mikrobiotoje nustatyti skirtumai tarp tiriamosios ir kontrolinés grupiy bei
stebétos potencialiai palankios bakterinés ir grybinés mikrobiotos pokyciy
tendencijos. Vis délto dél grupiniy méginiy analizés pobiidzio negalima vie-
nareikSmiSkai nustatyti, ar Sie skirtumai buvo tiesiogiai susij¢ su sausojo vy-
nuogiy ekstrakto papildy naudojimu, todél jy biologinei ir klinikinei reik§mei
jvertinti reikalingi tolesni individualiy méginiy tyrimai.
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ISVADOS

1. Mésiniy karviy gimdos bakterinés ir grybinés mikrobiotos sudétis post-
partum periodu kito priklausomai nuo méginiy paémimo laiko. Bakte-
rinéje mikrobiotoje dominavo Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria ir Proteobacteria, o grybinéje — Ascomycota, Basidio-
mycota ir Chytridiomycota. Tarp tiriamosios ir kontrolinés grupiy nu-
statyti mikrobiotos sudéties skirtumai leidzia jzvelgti galimas sasajas
su sausojo vynuogiy ekstrakto papildymu, tac¢iau dél riboty individualiy
taksony statistinio palyginimo galimybiy jie negali bti vertinami kaip
statistiSkai patvirtintas ekstrakto poveikis gimdos mikrobiotai.

1.1. Pirmaja savaite postpartum abiejose grupése dominavo Firmicutes
tipo bakterijos, taciau jy riiSiné sudétis skyrési: tiriamojoje grupéje
vyravo Streptococcus suis ir S. porcinus—uberis, o kontrolinéje —
Clostridium celatum ir Lactobacillus ilealis. Grybinéje mikrobio-
toje tirlamojoje grupéje didziausiu santykiniu gausumu pasizymeéjo
Suhomyces xylopsoci, taip pat nustatyta Aspergillus ir Penicillium
genciy gryby, o kontrolingje grupéje didesniu santykiniu gausumu
pasizymeéjo Pichia ir Penicillium genéiy atstovai.

1.2. Devintaja savaite postpartum tarp grupiy nustatyti bakterinés ir gry-
binés mikrobiotos sudéties skirtumai. Tiriamojoje grupéje nustaty-
tas mazesnis su gimdos infekcijomis siejamy Trueperella pyogenes
ir Histophilus somni santykinis gausumas. Grybinéje mikrobiotoje
kontrolingje grupéje nustatytos Candida guilliermondii ir C. pa-
rapsilosis, o tiriamojoje grupéje didZiausiu santykiniu gausumu pa-
sizyméjo Suhomyces xylopsoci, taip pat nustatyta Scedosporium ir
Penicillium genCiy gryby. Atsizvelgiant | ribotas individualiy tak-
sony statistinio palyginimo galimybes, nustatyti grupiy skirtumai
vertintini kaip mikrobiotos sudéties tendencijos, o ne kaip statistis-
kai patvirtintas sausojo vynuogiy ekstrakto poveikis.

2. Sausojo vynuogiy ekstrakto papildymas neturéjo statistiSkai reikSmin-
go poveikio oksidacinio streso rodikliams — glutationo peroksidazés
(GPx), superoksido dismutazés (SOD) ir malondialdehido (MDA) kon-
centracijoms. Tiriamojoje grupéje stebéta GPx koncentracijos didéji-
mo tendencija, SOD koncentracija viso tyrimo metu iSliko didesné, o
MDA koncentracija mazéjo ryskiau nei kontrolinéje grupé€je, taciau Sios
tendencijos statistiSkai reikSmingais grupiy skirtumais nepasireiske.
MDA koncentracijai nustatytas statistiSkai reikSmingas laiko poveikis
(p = 0,043), rodantis jos mazéjima tyrimo laikotarpiu nepriklausomai
nuo grupes.
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3. Vertinant sausojo vynuogiy ekstrakto sgsajas su mésiniy karviy repro-
dukciniais, fiziologiniais ir hormoniniais rodikliais postpartum periodu,
pagrindinis statistiSkai patvirtintas rezultatas buvo trumpesnis laikotar-
pis iki pirmosios rujos, o kity vertinty rodikliy statistiSkai reikSmingy
skirtumy tarp grupiy nenustatyta.

3.1.

3.2.

3.3.

Sausojo vynuogiy ekstrakto papildymas statistiSkai reikSmingai su-
trumpino laikotarpj nuo apsiverSiavimo iki pirmosios rujos — tiria-
mosios grupés karvéms pirmoji ruja pasireiSké vidutiniSkai 15,94
dienos anksciau nei kontrolinés grupés karvéms (23,88 £+ 1,86 ir
39,82 + 5,05 dienos; p = 0,010).

Tiriamojoje grupéje nustatyta didesnio verSingumo tendencija —
verSingumas sieké 88,9 proc., palyginti su 66,7 proc. kontrolinéje
grupg¢je, taciau skirtumas nebuvo statistiskai reikSmingas, todél di-
desnis verSingumo rodiklis negali biiti vertinamas kaip patvirtintas
sausojo vynuogiy ekstrakto poveikis.

Sausojo vynuogiy ekstrakto papildymas neturéjo statistiSkai reiks-
mingo poveikio gyvuliy aktyvumui, didziojo prieskrandzio tem-
peratiirai, akies pavirSiaus ir vulvos temperatiirai bei estradiolio ir
progesterono koncentracijoms, todél ekstrakto poveikis vertintiems
fiziologiniams ir hormoniniams rodikliams nebuvo patvirtintas.
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REKOMENDACIJOS

Meésiniy galvijy tikiuose reprodukcinei biiklei po apsiverSiavimo stebéti
rekomenduojama taikyti kompleksing tiksliosios gyvulininkystés technolo-
gijy sistema, derinant aktyvumo stebésena, termografinius tyrimus, didziojo
prieskrandzio temperatiiros stebéseng ir hormoninius tyrimus.

Atsizvelgiant | Siame tyrime nustatyta reikSmingai trumpesnj laikotarpj iki
pirmosios rujos, sausojo vynuogiy (Vitis vinifera) ekstrakto naudojimas gali
buti svarstomas kaip perspektyvi natiirali priemoné reprodukcinei funkcijai
palaikyti laikotarpiu po apsiverSiavimo, taciau prie§ diegiant ja i placia prak-
tikg biitini i§samesni tyrimai.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Reproductive efficiency in beef cattle is one of the key factors determining
herd productivity, economic sustainability, and the competitiveness of cattle
farming systems. The primary objective of reproductive management is to
ensure that each cow produces one calf per year, as the calving interval directly
affects the number of calves produced per cow over her lifetime, as well as
the productive lifespan of the animals and the overall economic performance
of the farm [1]. To achieve optimal reproductive efficiency, ovarian cyclicity
must resume in a timely manner after calving so that cows can be successfully
bred within the designated breeding period. The postpartum period is one
of the most physiologically challenging stages in a cow’s life, during which
uterine involution, endometrial regeneration, restoration of ovarian cyclic
activity and hormonal balance, as well as metabolic adaptations, take place.
Disruption of any of these processes may prolong the interval to first estrus,
reduce the probability of conception, and adversely affect the reproductive
performance of the entire herd [2, 3].

In recent years, the understanding of reproductive system recovery during
the postpartum period has changed substantially. For a long time, the healthy
bovine uterus was considered sterile; however, with the introduction of culture—
independent molecular methods, particularly 16S rRNA gene sequencing,
it has been demonstrated that low—biomass microbial communities may
be detected in the uterus of healthy cows, and that their composition and
diversity are associated with the physiological status of the reproductive
system [4—6]. In the review by Comlekcioglu et al., microbial diversity is
identified as an important indicator of uterine health, as reduced diversity has
been associated with metritis and clinical endometritis. The uterine microbiota
of cows with metritis is characterised by a higher relative abundance of the
phyla Fusobacteria and Bacteroidetes, while at the genus level, Bacteroides,
Fusobacterium, and Porphyromonas have been associated with the
disease. In cases of clinical endometritis, increased relative abundances of
Fusobacterium, Bacteroides, and Trueperella have been reported [5]. The
authors also emphasise that, due to substantial inter—individual variability and
differences in methodologies applied across studies, a consistent composition
of the healthy bovine uterine microbiota has not yet been established [5].

Increasing attention is being paid not only to the bacterial but also to the
fungal uterine microbiota. Although fungal communities have been studied to
a considerably lesser extent, they are also thought to play a role in regulating
local immune responses and maintaining uterine homeostasis [7—10]. Recent
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publications emphasise that recovery of the reproductive system is determined
not by individual microorganisms alone, but by interactions between the
entire microbial community and the host immune system. Consequently,
contemporary research is increasingly focused not on the identification of
individual pathogens, but on the analysis of microbial balance, inflammatory
processes, and the mechanisms involved in the restoration of uterine
homeostasis [6,11-13].

Another important factor affecting the recovery of reproductive function is
oxidative stress. Under physiological conditions, reactive oxygen species are
involved in steroidogenesis, follicular growth, ovulation, and the regulation
of other cellular signalling processes; however, their excessive accumulation
can damage lipids, proteins, and nucleic acids, activate inflammatory
processes, and impair reproductive tissue function. Following calving, the risk
of oxidative stress increases substantially due to increased energy demands,
intensive lipid metabolism, and activation of the immune system, which may
impair uterine involution, follicular development, and the resumption of
reproductive cyclicity. Therefore, oxidative stress markers such as superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), and malondialdehyde
(MDA) are considered important indicators of the functional status of the
reproductive system [3, 14-16].

In recent years, increasing research attention has also been directed towards
the use of natural plant—derived antioxidants in animal production. Among the
most promising bioactive compounds are grape (Vitis vinifera) polyphenols,
which exhibit antioxidant, anti—inflammatory, and antimicrobial properties.
These compounds have been shown to activate the Nrf2—Keapl (nuclear
factor erythroid 2-related factor 2—Kelch-like ECH-associated protein
1) signalling pathway, stimulate the synthesis of endogenous antioxidant
enzymes, suppress nuclear factor kappa B (NF—«B) activity, and reduce
the expression of inflammatory cytokines, thereby potentially contributing
to protection against oxidative damage [14, 16—18]. In their review, Eder et
al. emphasised that grape—derived products may reduce oxidative stress and
inflammatory processes in various animal species; however, data regarding
their effects on bovine reproduction remain limited, and no consensus has yet
been reached regarding their associations with fertility outcomes [15].

Due to its high concentration of biologically active polyphenols, dry
grape extract may represent a promising natural feed supplement capable
of contributing to antioxidant defence and the regulation of inflammatory
processes. However, its effects on the recovery of the reproductive system
in beef cows during the postpartum period and its potential associations with
changes in the uterine microbiota remain insufficiently investigated.
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Another important area of contemporary reproductive research is the
application of precision livestock farming technologies. Activity sensors,
infrared thermography, ruminal temperature monitoring, and other automated
systems enable continuous recording of physiological and behavioural changes
in animals, facilitating more accurate estrus detection and early identification
of reproductive disorders [19-23]. Integrating these technologies with
molecular analyses of the microbiota and assessments of oxidative stress
markers provides opportunities to gain a more comprehensive understanding
of the mechanisms underlying reproductive system recovery and to develop
individualised reproductive management strategies.

Considering recent evidence regarding the importance of the uterine
microbiota for reproductive health, the growing interest in the use of natural
polyphenols in animal production, and the development of precision livestock
farming technologies, there remains a lack of studies comprehensively
evaluating the effects of dry grape (Vitis vinifera) extract on reproductive
system recovery in beef cows during the postpartum period. In particular,
limited information is available on the associations between grape extract
supplementation and changes in the uterine microbiota, oxidative stress
markers, and reproductive processes when these changes are assessed in
conjunction with precision livestock farming technologies. Therefore, in
the present study, the effects of dry grape extract supplementation on the
reproductive system of beef cows during the postpartum period were evaluated
comprehensively by analysing changes in the uterine microbiota, oxidative
stress markers, reproductive parameters, and physiological variables recorded
using modern monitoring technologies.

The aim of the study:

To evaluate the effect of dry grape (Vitis vinifera) extract, possessing
antioxidant properties, on the reproductive performance of beef cattle during
the postpartum period by applying modern precision livestock farming
technologies and assessing uterine microbiota changes, reproductive
performance, and oxidative stress biomarkers.

The objectives of the study:

1. To investigate the influence of dry grape (Vitis vinifera) extract on
the composition and dynamics of the postpartum uterine bacterial and
fungal microbiota.

2. To evaluate the effect of dry grape (Vitis vinifera) extract on oxidative
stress biomarkers, including glutathione peroxidase (GPx), superoxide
dismutase (SOD), and malondialdehyde (MDA), during the postpartum
period.
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3. To assess the effect of dry grape (Vitis vinifera) extract on the
reproductive performance of beef cattle during the postpartum period
using modern precision livestock farming technologies.

Relevance and novelty of the work:

In recent years, increasing attention has been directed toward the
application of natural plant—derived bioactive compounds to improve cattle
reproduction. However, the biological mechanisms underlying their effects
during the postpartum period remain insufficiently understood. To date, most
studies have primarily focused on reproductive performance, while limited
information is available regarding the potential effects of polyphenols on the
uterine microbiota, oxidative stress, and the interactions among these factors
in beef cattle.

The present study comprehensively evaluated the effects of dry grape
(Vitis vinifera) extract on the reproductive performance of beef cattle
during the postpartum period. For the first time, reproductive performance,
changes in the uterine bacterial and fungal microbiota, and oxidative stress
biomarkers (superoxide dismutase [SOD], glutathione peroxidase [GPx],
and malondialdehyde [MDA]) were simultaneously assessed within a single
study, while modern precision livestock farming technologies were employed
to monitor reproductive processes. This integrated study design enabled a
more comprehensive evaluation of the potential effects of dry grape extract
on the recovery of the reproductive system during the postpartum period.

The findings of this study expand current knowledge regarding the
potential application of polyphenols in beef cattle reproductive management
and provide new insights into their possible effects on uterine microbiota
composition and oxidative stress. Furthermore, the results may contribute to
the development of improved reproductive management strategies for beef
cattle through the use of natural antioxidants in feeding practices and the
implementation of precision livestock farming technologies for monitoring
reproductive processes under commercial farm conditions.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals and experimental design

The scientific research was conducted from 2021 to 2026 at the Institute
of Animal Science of the Lithuanian University of Health Sciences. All
procedures involving animals were carried out in accordance with the
requirements of Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the
Council of 22 September 2010 on the protection of animals used for scientific
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purposes [154]. The study was also conducted in compliance with the Law
on the Welfare and Protection of Animals of the Republic of Lithuania (No.
[X-2271) [155] and the legal acts approved by the State Food and Veterinary
Service of the Republic of Lithuania regulating the housing, care, use, and
welfare of animals used in experiments [156]. The study was approved at a
meeting of the Council of the Institute of Animal Science of the Lithuanian
University of Health Sciences (Protocol No. 24/01/30/01). The study
methodology was approved at a meeting of the Methodological Commission
(Protocol No. 23/05/30/01).

Biochemical and hormonal analyses were performed at the Animal
Reproduction Laboratory of the Large Animal Clinic, Veterinary Academy,
Lithuanian University of Health Sciences. Oxidative stress biomarkers were
analysed at the Laboratory of Biochemistry, Institute of Neurosciences,
Lithuanian University of Health Sciences, while uterine microbiota analyses
were performed at the Zymo Research laboratory (Irvine, California, USA).
The experimental design is presented in Figure 2.1.1.
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Nineteen Angus cows aged 2—10 years were included in the study. Both
primiparous and multiparous animals were enrolled, with an average parity
of approximately 2.8. Only clinically and reproductively healthy animals
that calved without veterinary assistance and showed no reproductive
complications were included.

The animals were divided into two groups. The control group (C; n = 10)
consisted of four primiparous and six multiparous cows, with an average
parity of 2.8. The treatment group (T; n = 9) consisted of four primiparous
and five multiparous cows, with an average parity of 2.9. Multiparous cows
were allocated according to parity to ensure comparable groups, whereas
primiparous animals were assigned randomly.

All cows were housed in a free—stall barn in Baisogala, Lithuania. The
experiment was conducted from March to June. Animals were provided with
free access to water and received the same total mixed ration once daily. The
ration consisted of 65% grass silage, 25% corn silage, 7% wheat straw and
3% compound feed containing corn, wheat and rapeseed.

Cows in the treatment group received slow-release boluses containing
14.8 g of dry grape (Vitis vinifera) extract. Five boluses were administered
to each treated cow: 21 days before the expected calving date, on the day of
calving and at approximately 21, 42 and 63 days postpartum. Boluses were
administered between 10:00 and 11:00 a.m.

The grape extract was encapsulated in a plant—derived matrix designed to
reduce rapid degradation of biologically active compounds in the rumen and
provide gradual release for approximately three weeks. The extract contained
more than 60% total polyphenols, including more than 45% proanthocyanidins
and more than 0.3% anthocyanins.

2.2. Uterine microbiota analysis

Uterine samples were collected from all cows in the first and ninth weeks
after calving.
The uterine microbiota analysis scheme is presented in Fig. 2.2.1.
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Figure 2.2.1. Uterine microbiota analysis scheme

Before sampling, the perineal and vulvar regions were cleaned, disinfected
with 70% ethanol, and dried. A sterile insemination pipette was introduced
through the vagina and cervix into the uterine body. Correct positioning was
additionally controlled using ultrasonography.

Thirty millilitres of sterile physiological saline were infused into the
uterus. Following gentle transrectal uterine massage, the fluid was aspirated
to recover lavage fluid, and approximately 5—15 mL of uterine lavage fluid
was recovered. Samples were immediately transferred into sterile tubes and
transported on ice for further processing.

Equal volumes of individual samples were pooled before sequencing. The
pooled samples were mixed with DNA/RNA Shield and stored at —80 °C.
Although pooling reduced the ability to evaluate individual animal-level
variation, it enabled an exploratory assessment of uterine bacterial and fungal
community composition.

Bacterial communities were analysed by sequencing the V3-V4 region
of the 16S rRNA gene, whereas fungal communities were characterized by
sequencing the ITS2 region. Genomic DNA extraction and sequencing were
performed using the ZymoBIOMICS targeted sequencing platform.

Amplicon sequence variants were identified using the DADA?2 algorithm,
while taxonomic classification and microbial community analyses were
performed using QIIME. LEfSe analysis was used to identify discriminating
microbial taxa, and microbial community patterns were visualized using
heatmaps and other bioinformatic approaches.
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2.3. Oxidative stress biomarkers

Blood serum was prepared as described and stored at —80°C until analysis.
Serum concentrations of bovine Glutathione Peroxidase (GPx), Superoxide
Dismutase (SOD), and Malondialdehyde (MDA) were determined using
commercially available ELISA kits (GPx — MyBioSource MBS289398; SOD
— Cusabio CSB-E14090B; MDA — MyBioSource MBS739193) according to
the manufacturers’ instructions. Undiluted serum was used for GPx and SOD
while serum for MDA analysis was centrifuged at 1000 x g for 10 min and
diluted 2—fold prior to analysis. Absorbance was measured using the Infinite
200 PRO plate reader (Tecan, Méannedorf, Switzerland).

2.4. Hormonal analysis and infrared thermography

Blood samples were collected weekly from calving until artificial
insemination. Sampling was consistently performed between 10:00 and
11:00 a.m. to minimize the potential effect of circadian variation.

Serum progesterone and 17B—estradiol concentrations were measured
using commercial ELISA kits. The analytical range for both hormones was
0-40 ng/mL.

Infrared thermographic measurements were performed simultaneously
with blood sampling. Ocular and vulvar surface temperatures were recorded
using a FLIR E540 infrared thermographic camera. The emissivity coefficient
was set to 0.98.

Environmental temperature and relative humidity were recorded
during measurements and incorporated into the thermographic analysis.
Environmental temperature ranged from 18 to 22 °C and relative humidity
from 40 to 63%.

Thermographic images were obtained from approximately one metre
from the animal under standardized indoor conditions. Mean, minimum and
maximum temperatures were determined for the selected anatomical regions.
Maximum surface temperature was used for statistical analysis.

2.5. Reticulorumen temperature and activity monitoring

Reticulorumen temperature was continuously recorded using smaXtec
animal care technology intraruminal boluses. Measurements were
automatically recorded every 10 min from the beginning of supplementation
until artificial insemination.

The monitoring system also provided activity data and an automatically
generated estrus index. These measurements allowed continuous assessment
of physiological and behavioural changes during the postpartum period.
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2.6. Determination of first postpartum estrus and pregnancy

The first postpartum estrus was identified using internal temperature data
and the automated estrus index generated by the smaXtec system, supported
by behavioural signs recorded during weekly clinical observations

For each cow, the interval between calving and first detected estrus
was calculated in days. Kaplan—Meier survival analysis was additionally
performed, considering the occurrence of first estrus as the event of interest.
The control and treatment curves were compared using the log—rank (Mantel—
Cox) test.

Pregnancy rate was calculated as the percentage of inseminated cows that
subsequently became pregnant.

2.7. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics and R.
Descriptive data were expressed as mean + standard deviation or estimated
marginal mean + standard error, depending on the analytical procedure

Changes in GPx, SOD and MDA concentrations over time were analysed
using linear mixed—effects models. Group, sampling time and their interaction
were included as fixed effects, whereas animal was included as a random
effect.

Linear mixed models and general linear models were also used to compare
reproductive periods and experimental groups. Effect size was expressed as
partial eta squared where applicable

Pearson correlation coefficients were calculated to investigate relationships
among thermographic, physiological, hormonal and behavioural variables.
To account for multiple comparisons, p—values were adjusted using the
Benjamini—-Hochberg false discovery rate procedure. Adjusted g—values
<0.05 were considered statistically significant.

Repeated—measures correlation was additionally applied to assess
relationships among oxidative stress biomarkers. Statistical significance for
other analyses was defined as p < 0.05, while 0.05 <p <0.10 was interpreted
as a statistical tendency.
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3. RESEARCH RESULTS

3.1. Uterine microbiota analysis results

3.1.1. Bacterial composition of the uterine microbiota in beef cows

The taxonomic composition of the uterine bacterial microbiota in beef
cows at the phylum (Phylum), order (Order), and species (Species) levels is
presented in Fig. 3.1.1.1.
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Figure 3.1.1.1. Taxonomic composition of the uterine microbiota in beef
cows according to treatment and postpartum sampling time

The treatment group was sampled at 1 week (T(1w)) and 9 weeks (T(9w)) postpartum, and
the control group was sampled at the same time points (C(1w) and C(9w)). The microbiota is
presented at the phylum, order, genus and species levels. The color scale represents relative
abundance, ranging from dark red (highest abundance) to dark blue (lowest abundance).
Each row corresponds to a specific taxon, with taxonomic identifiers shown on the right.
Samples were hierarchically clustered using Bray—Curtis dissimilarity. Taxon names ending
with alphabetic suffixes indicate polyphyletic groups.

Data from Figure 3.1.1.1 revealed a distinct distribution of bacteria at
the phylum level across all four sampling categories defined by treatment
and postpartum time. The uterine microbiota of cows sampled at 1 week
postpartum, both in the treatment (T (1w)) and control (C (1w)) groups, was
dominated by Firmicutes, whereas samples collected at 9 weeks postpartum
from both the treatment (T (9w)) and control (C (9w)) groups were dominated
by Fusobacteria. Differences in bacterial composition were also evident at the
order level. Clostridiales and Lactobacillales were prevalent in the treatment
group at 1 week postpartum (T (1w)), while Clostridiales predominated in the
control group at the same time point (C (1w)). In contrast, Fusobacteriales
and Bacteroidales were most frequently detected in the treatment group at
9 weeks postpartum (T (9w)), whereas Fusobacteriales dominated in the
control group at 9 weeks postpartum (C (9w)).
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To further characterize differences in microbiota composition,
taxonomic analysis was extended to the species level. Streptococcus species
predominated in the treatment group sampled at 1 week postpartum (T (1w)),
while Corynebacterium was the most abundant genus in the corresponding
control group (C (1w)). At 9 weeks postpartum, the uterine microbiota of the
treatment group (T (9w)) was dominated by Fusobacterium species, whereas
samples from the control group (C (9w)) showed a higher relative abundance
of Leptotrichiaceae, Histophilus, and Fusobacterium taxa.

3.1.1.1. Analysis of the phylum-level structure of the uterine
bacterial microbiota in beef cows

The composition of the uterine bacterial microbiota in beef cows at the
phylum level, comparing the treatment and control groups at two sampling
time points, is presented in Fig. 3.1.1.1.1.

0 20 40 60 80 100
Relative abundance (%)

T(ow)

Cl1w)

T(1w)

Groups
Taimmuay Total —raw C(1w) E TOW)  COw)
o Firmicutes 409 823 53.5 184 9.5
Fusobacteria 203 0.0 12 3838 412
« Bacteroidetes 196 116 15.2 30.7 208
Actinobacteria 92 14 193 6.9 9.1
e Proteobacteria 6.3 08 27 24 19.1
» Other species 1.8 0.9 3.3 2.9 0.0

Figure 3.1.1.1.1. Comparison of bacterial phyla composition in the uterine
microbiota of beef cows across experimental groups

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;
T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum. Values represent the relative abundance (%) of individual bacterial phyla.
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Based on the analysis, five predominant bacterial phyla were identified
in the uterine microbiota of beef cows: Firmicutes (40.9%), Fusobacteria
(20.3%), Bacteroidetes (19.6%), Actinobacteria (9.2%), and Proteobacteria
(6.3%). In total, 605 bacterial species were detected in the uterine microbiota,
reflecting a high level of taxonomic diversity across all experimental groups.

The relative abundance of the most frequently detected species belonging
to the most abundant bacterial phyla is presented in Figs. 3.1.1.1.2-3.1.1.1.6.
These figures show the taxonomic affiliation of these microorganisms, their
potential functional significance, and their distribution among the different
study groups.

C{ow)
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A

40 60 80 100

Relative abundance (%)
Groups
Fexomonry Total —Fr—Gaw) Tow)  COw
e S. Suis 4.8 19.0 0 0 0.1
S. Porcinus-uberis 29 115 0 0 0
» 5. 5p34368 22 0 0 7.5 14
S. Micra 21 0 0 49 35
e S, [lealis 1.2 3 3 b 0.2 0.1
S. Celatum 11 1.6 29 01 0
e 5. 5p33334 1 24 13 0 0.1
S. Sp31267 0.9 0 0 37 0
e S. Sanguinis 0.9 29 0.6 0.1 0.1
S. 5p35107 0.7 1.6 i1 0 02
e S, 5p35157 0.7 0.2 27 0 0
S. Indolicus 0.6 0.1 0 0.5 17
Other species 113 33.3 36.4 1.6 1.3
Figure 3.1.1.1.2. Comparison of the relative abundance of Firmicutes

species (% of total bacterial composition) in beef cows

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;
T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum.
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Figure 3.1.1.1.3. Comparison of the relative abundance of Fusobacteria

species (% of total bacterial composition) in beef cows

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;
T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum.
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Figure 3.1.1.1.4. Comparison of the relative abundance of Bacteroidetes
species (% of total bacterial composition) in beef cows

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;

T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum.
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Figure 3.1.1.1.5. Comparison of the relative abundance of Actinobacteria

species (% of total bacterial composition) in beef cows

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;
T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum.
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Relative abundance (%)
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e 5. Somni 5.2 0.1 0.9 2.2 17.8
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» Other species 0.4 0.4 1.6 0.1 0.4
Figure 3.1.1.1.6. Comparison of the relative abundance of Proteobacteria

species (%o of total bacterial composition) in beef cows

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;
T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum.

Analysis of bacterial species belonging to the phylum Firmicutes
revealed marked differences in their composition among the study groups
(Fig. 3.1.1.1.2). In the T (1 week) group, Streptococcus suis (19.0%) and
Streptococcus porcinus—uberis (11.5%) predominated, whereas in the other
groups, the relative abundance of these species was very low or they were not
detected.

In the C (1 week) group, Clostridium celatum (2.9%), Lactobacillus ilealis
(1.7%), and several unidentified species belonging to the order Clostridiales
(Sp33334 and Sp35107) showed the highest relative abundance. In contrast,
considerably lower abundances of bacteria belonging to the phylum Firmicutes
were detected in the T (9 weeks) and C (9 weeks) groups, with only individual
representatives of L. ilealis, C. sanguinis, and other taxa being identified at
relative abundances of 0.1-0.2%.

Analysis of bacteria belonging to the phylum Fusobacteria revealed an
uneven distribution among the study groups (Fig. 3.1.1.1.3). In the T (9
weeks) and C (9 weeks) groups, Fusobacterium necrophorum predominated,

110



accounting for 27.9% and 15.4% of the total microbiota, respectively.
Fusobacterium sp37532 was also characterized by a high relative abundance,
accounting for 10.2% of the microbiota in the T (9 weeks) group and 25.8%
in the C (9 weeks) group. Fusobacterium sp37444 was detected only in small
amounts (up to 0.7%) in the T (9 weeks) group, whereas bacteria belonging
to the phylum Fusobacteria were almost absent in the T (1 week) and C (1
week) groups

Evaluation of the distribution of bacteria belonging to the phylum
Bacteroidetes showed that they were detected only in the T (9 weeks) and
C (9 weeks) groups (Fig. 3.1.1.1.4), whereas in the T (1 week) and C (1
week) groups they were either not detected or were present at levels below the
detection limit. In the C (9 weeks) group, Bacteroides denticanum—pyogenes
predominated, accounting for 12.2% of the total microbiota. In addition to this
species, Sp13875 (4.8%), Sp12206 (0.7%), and Bacteroides levii (0.5%) were
identified. In the T (9 weeks) group, the most abundant taxa were Sp/2206
(10.0%), Bacteroides levii (8.5%), and Sp13875 (3.6%).

Analysis of bacteria belonging to the phylum Actinobacteria revealed
differences in their composition among the study groups (Fig. 3.1.1.1.5). In
the C (1 week) group, two unidentified species, Sp5268 (7.6%) and Sp6940
(4.8%), showed the highest relative abundance, followed by Bifidobacterium
pseudolongum (1.2%) and Bifidobacterium efficiens (1.0%). In the T (9 weeks)
and C (9 weeks) groups, Trueperella pyogenes predominated, accounting for
6.0% and 9.0% of the total microbiota, respectively. In the T (1 week) group,
bacteria belonging to the phylum Actinobacteria were detected at very low
abundances, with only B. pseudolongum (0.4%) and B. efficiens (0.1%) being
identified

The distribution of bacteria belonging to the phylum Proteobacteria is
presented in Fig. 3.1.1.1.6. The highest relative abundance of this phylum was
observed in the C (9 weeks) group, where Histophilus somni predominated,
accounting for 17.8% of the total microbiota. In the T (9 weeks), C (1 week),
and T (1 week) groups, the relative abundance of this species was considerably
lower, at 2.2%, 0.9%, and 0.1%, respectively. Escherichia coli was detected
in all study groups; however, its relative abundance was low (0.0-0.9%).

3.1.2. Fungal composition of the uterine microbiota in beef cows

Fungal compositions at the phylum, order, and species levels of uterine
microbiotas of beef cows are presented in Figure 3.2.1.1.
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Fig. 3.1.2.1. Composition of the uterine microbiota in beef cows according
to treatment group and postpartum sampling time (T(Iw), C(Iw), T(9w),
and C(9w))

The microbiota is presented at the phylum, order, genus and species levels. Color intensity
indicates relative abundance, ranging from dark red (highest) to dark blue (lowest). Each row
represents a taxon, with taxonomic identifiers shown on the right. Samples were hierarchi-
cally clustered using Bray—Curtis dissimilarity. Taxon names ending with alphabetic suffixes
indicate polyphyletic groups.

The heatmap of fungal taxa at the order level revealed clear differences in
fungal community compositionacrosscow groups. Notably,Saccharomycetales
was the most dominant fungal order, particularly in Group C(1w), where it
displayed the highest relative abundance (deep red), followed by moderate
representation in Group T(9w) and minimal presence in Group C(9w). This
group specific increase indicates that, in the uterine environment of Group
C(1w) animals, these fungi may have proliferated more actively or become
more firmly established. Group T(1w) exhibited a relatively low abundance
across most taxa, with slight signals from Microascales, Sordariales, and
Eurotiales. In contrast, Group C(9w) displayed generally low richness and
evenness at the order level, lacking strong representation of any specific order.
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Other notable orders included Eurotiales, Tremellales, and Sordariales,
which showed moderate to low abundances in Groups T(1w) and T(9w).
Malasseziales and Capnodiales were also observed, but at lower frequencies,
indicating a secondary role in the overall community structure.

The “Other” category showed varying levels across groups, suggesting
the presence of less—characterized or low—abundance taxa that may still
contribute to functional dynamics within the uterine mycobiome.

The heatmap analysis of fungal taxa at the phylum level revealed distinct
compositional differences among the experimental groups. In total, 83
taxon were identified, several of which showed marked variation in relative
abundance across groups. The most dominant phylum across all groups was
Ascomycota, showing highest relative abundance in Group C(9w), followed by
Groups T(9w), C(1w), and T(1w). Notably, Group C(9w) exhibited the most
intense signal (dark red), indicating a pronounced Ascomycota dominance in
this group.

Basidiomycota was also present in all groups, with slightly higher
abundance in Group C(9w) compared to the others, although its overall
representation remained lower than that of Ascomycota.

Chytridiomycota and Mucoromycota were observed primarily in Groups
C(lw) and T(9w), suggesting possible group specific colonization or
environmental exposure. Olpidomycota and unclassified fungal sequences
(e.g., k. Fungi) showed minimal repre—sentation, limited to Group T(1w).

The “Other” category, comprising low—abundance or poorly classified
taxa, was most pronounced in Groups 2 and 3, indicating higher overall.

These findings suggest that Ascomycota is the core fungal phylum in the
bovine uterus, while other phyla such as Basidiomycota, Chytridiomycota, and
Mucoromycota contribute to group specific variation, potentially influenced
by physiological, environmental, or treatment related factors.

Species level analysis of the uterine fungal microbiota revealed highly
differentiated profiles among the cow groups. The genus Suhomyces,
particularly S. xylopsoci, was the most dominant species, showing the highest
relative abundance in Groups C(1w) and T(9w), with notable presence in
Group T(1w) and minimal representation in Group C(9w). This consistent
dominance suggests that S. Xylopsoci may serve as a core species within the
uterine mycobiome of certain individuals.

Group T(1w) showed a moderate variety of species, including Penicillium
paneum, Aspergillus Tamarii, and Vishniacozyma Tephrensis, indicating
a stable fungal environment likely influenced by endogenous microbial
dynamics. Group C(1w), in contrast, showed increased richness in species
such as Pichia deserticola—ethanolica, Geomyces Auratus, and Scopulariopsis
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apiospermum—boydii, suggesting possible environmental colonization or
postpartum microbial expansion.

Group T(9w) exhibited a diverse but transitional profile, characterized
by moderate levels of Penicillium citrinum—griseofulvum—hetheringtonii,
Candida parapsilosis, and Pichia fermentans—kluyveri, possibly indicating
a shift toward opportunistic fungal colonization. Group C(9w), by contrast,
showed relatively low species diversity and abundance, with the exception of
Suhomyces xylopsoci, which remained detectable at lower levels.

Interestingly, several potentially pathogenic or environmental fungi—
including Cryptococcus neoformans, Cladosporium, Malassezia restricta,
and Aspergillus gracilis—were sporadically present across groups, though
not dominant. Their low—level presence may reflect transient colonization or
suppressed growth under specific uterine conditions.

Overall, the species level distribution patterns reflect both stable and
dynamic aspects of the bovine uterine mycobiome, influenced by group—
specific factors such as immune status or metabolic conditions.

3.1.2.1. Analysis of the taxonomic composition of the uterine
mycobiota in beef cows

Fungibelongingtothe phylum Ascomycotapredominatedinall study groups.
In addition to Ascomycota, fungi belonging to the phylum Basidiomycota
were detected in all groups, with the highest relative abundance observed in
the K (9 w) group. The highest relative abundance of Chytridiomycota was
observed in the K (1 w) group.

The relative abundance of the “Other taxa” category was highest in the
K (1 w) and T (9 w) groups, accounting for 51.6% and 50.3%, respectively.
In the T (1 w) group, the relative abundance of this category was 23.8%,
whereas in the K (9 w) group it was 10.1%.

Overall, the uterine mycobiota of beef cows was dominated by three fungal
phyla: Ascomycota (49.4%), Basidiomycota (10.3%), and Chytridiomycota
(4.6%), which together accounted for 64.3% of the total mycobiota

Overall, the results showed that three fungal phyla predominated in the
uterine mycobiota of beef cows: Ascomycota (49.4%), Basidiomycota
(10.3%), and Chytridiomycota (4.6%) (Fig. 3.1.2.1.1).
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Figure 3.1.2.1.1. Comparison of fungal genera of uterine microbiotas of
beef cows. Only genera with a relative abundance >1% in at least one group
are presented

Values in the table represent the percentage abundance of each genus. T(1w)—treatment
group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum; T(9w)—treatment
group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpartum.
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Figure 3.1.2.1.2. Relative abundance of Ascomycota species (% of total
fungal composition) in beef cows

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;
T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum.
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In the T (1 w) group, Suhomyces xylopsoci (19.2%), Aspergillus asperula—
fusca—niger (5.5%), Penicillium paneum (4.8%), Aspergillus gracilis (4.5%),
Aspergillus tamarii (4.4%), and Aspergillus thermophilus (4.2%) showed
relatively high abundances.

In the K (1 w) group, the highest relative abundance was observed for
an unidentified taxon (9.5%), followed by Pichia deserticola—ethanolica
(9.3%), Penicillium carneum—roqueforti (8.6%), and Pichia fermentans—
kluyveri (6.2%).

In the T (9 w) group, Suhomyces xylopsoci showed the highest
relative abundance (14.2%). Scedosporium apiospermum—boydii (3.0%),
Scedosporium  albonigrescens—caviariforme (1.8%), and Penicillium
incoloratum (1.6%) were also detected.

In the K (9 w) group, the highest relative abundances were observed for
Suhomyces xylopsoci (19.2%) and an unidentified taxon (11.0%). Candida
parapsilosis (6.7%), Candida guilliermondii (4.9%), Penicillium citrinum—
griseofulvum—hetheringtonii (4.7%), and Pichia membranifaciens (2.7%)
were also detected.
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Figure 3.1.2.1.3. Relative abundance of Basidiomycota species (% of total

fungal composition) in beef cows

T(1w)—treatment group at 1 week postpartum; C(1w)—control group at 1 week postpartum;
T(9w)—treatment group at 9 weeks postpartum; C(9w)—control group at 9 weeks postpar-
tum.

In the C (9 weeks) group, Vishniacozyma victoriae predominated,
accounting for 14.0% of the total fungal community. Vishniacozyma sebi was
detected exclusively in this group, with a relative abundance of 4.3%.

In the T (1 week) group, Vishniacozyma crocea (8.0%), Vishniacozyma
tephrensis (4.5%), and Malassezia restricta (3.8%) showed the highest
relative abundances.

In the T (9 weeks) group, Vishniacozyma tephrensis (2.0%) and
Cryptococcus neoformans (1.6%) were the most frequently detected species.

In the C (1 week) group, fungi belonging to the phylum Basidiomycota were
detected at low relative abundances. The most frequently detected species
were Rhodotorula hungarica (0.9%), Vishniacozyma victoriae (0.5%), and
Vishniacozyma tephrensis (0.4%).
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3.2. Results of oxidative stress biomarker analysis

3.2.1. Glutathione peroxidase (GPx) analysis results

The dynamics of glutathione peroxidase (GPx) concentrations in the
treatment and control groups during the study are presented in Fig. 3.2.1.1.
In the control group, GPx concentration decreased consistently throughout
the study, from 44.23 £+ 16.09 ng/mL on the first day of the study to 21.34 +
18.28 ng/mL on Day 62. In contrast, in the treatment group, after an initial
concentration of 33.68 + 24.31 ng/mL, an increase to 40.12 + 27.16 ng/mL
was observed on Day 21, followed by a slight decrease to 37.74 +
19.66 ng/mL on Day 41 and a subsequent increase to 43.53 £22.36 ng/mL at
the end of the study.

To evaluate the effects of group, study day, and their interaction on GPx
concentration, a linear mixed model (LMM) was applied. The analysis showed
that the group effect was not statistically significant (F = 0.295; p = 0.600).
Similarly, no statistically significant effect of study day (F=0.631; p=0.602)
or group x study day interaction (F = 1.354; p = 0.281) was observed.
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Figure 3.2.1.1. Dynamics of glutathione peroxidase (GPx) concentration

3.2.2. Superoxide dismutase (SOD) analysis results

Changes in superoxide dismutase (SOD) concentrations in the control and
treatment groups during the study period are presented in Fig. 3.2.2.1. SOD
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concentrations were higher in the treatment group than in the control group
throughout the study. At the beginning of the study, the SOD concentration
was 55.21 + 49.34 ng/mL in the control group and 83.70 + 46.32 ng/mL
in the treatment group. The highest values in the treatment group were
observed on Days 21 and 41 (112.57 £ 108.26 ng/mL and 112.64 +
127.39 ng/mL, respectively), while the concentration remained elevated at
the end of the study (95.97 + 45.50 ng/mL). The large standard deviations
indicate considerable individual variability in the response of the animals.

To evaluate the effects of group, study day, and their interaction on SOD
concentration, a linear mixed model (LMM) was applied. No statistically
significant group effect was observed (F = 2.688; p = 0.120). Similarly,
neither the effect of study day (F = 0.237; p = 0.870) nor the group x study
day interaction effect (F = 0.322; p = 0.809) was statistically significant.
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Figure 3.2.2.1. Dynamics of superoxide dismutase (SOD) concentration

3.2.3. Malondialdehyde (MDA) analysis results

Changes in malondialdehyde (MDA) concentrations in the control and
treatment groups during the study period are presented in Fig. 3.2.3.1. During
the study, MDA concentrations decreased in both groups; however, a more
pronounced decrease was observed in the treatment group. In the control
group, MDA concentration decreased from 942.34 + 362.24 ng/mL to 747.25
+263.99 ng/mL, whereas in the treatment group, it decreased from 1202.35 +
609.48 ng/mL to 582.92 +212.68 ng/mL.

To evaluate the effects of group, study day, and their interaction on MDA
concentration, a linear mixed model (LMM) was applied. The group effect was
not statistically significant (F < 0.001; p = 0.992). A statistically significant
effect of study day was observed (F = 3.167; p = 0.043); however, the group
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x study day interaction effect was not statistically significant (F = 0.939;
p=0.437).
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Figure 3.2.3.1. Dynamics of malondialdehyde (mda) concentration

3.3. Analysis of the time to first estrus

The use of grape extract boluses had a statistically significant effect on
the time to first postpartum estrus (Fi,17 = 4.56; p = 0.048; partial n> = 0.21)
(Table 3.3.1).

Table 3.3.1. Effects of grape extract boluses and reproductive period on
physiological and reproductive parameters

Parameter Model Group (p) |Interaction (p)| Effect size (n?)
Days to estrus GLM 0.048 — 0.21
Estradiol LMM 0.437 0.767 —
Progesterone GLM 0.893 — —
Estrus index LMM 0.117 0.050 —
Mean temperature (7 d) GLM 0.531 — —
Activity GLM 0.367 — —
Reticulorumen temp LMM 0.231 0.362 —
Eye temperature GLM 0.685 — —
Vulvar temp 3C GLM 0.176 — 0.147
Vulvar temp 2C LMM 0.498 0.522 —
Vulvar temp 1C LMM 0.673 0.917 —

Note: LMM—Iinear mixed model; GLM—generalized linear model; n>—partial eta squared;
p <0.05 considered statistically significant.
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Kaplan—Meier analysis revealed statistically significant differences
between the control (C) and treatment (T) groups in the time to first postpartum
estrus (Fig. 3.3.1). Cows in the treatment group exhibited their first estrus
earlier than those in the control group. Differences between the groups were
evaluated using the log-rank (Mantel-Cox) test.

1.0 Group
ic
=T

08 H

S os

<

3

(7]

E

o 04

0.2
0.0
0 20 40 60

Days to estrus

Figure 3.3.1. Kaplan—Meier curves for time to first postpartum estrus in the
control (C) and treatment (T) groups

The mean interval from calving to first estrus was 23.88 + 1.86 days in the
treatment group and 39.82 + 5.05 days in the control group. The median time
to first estrus was 23.0 days (95% CI: 18.38-27.62) and 41.0 days (95% CI:
24.82-57.18), respectively.

The log—rank (Mantel-Cox) test confirmed a statistically significant
difference between the groups (x> = 6.642; p = 0.010), indicating that cows
receiving grape extract boluses reached first postpartum estrus significantly
earlier.

123



3.4. Effect of grape extract supplementation on reproductive
parameters

The evaluation of the effect of grape extract supplementation showed
that supplementation had no statistically significant effect on reticulorumen
temperature, animal activity, ocular and vulvar surface temperatures, or serum
estradiol and progesterone concentrations (p > 0.05).

For the estrus index, a group x reproductive period interaction reached the
threshold of statistical significance (p = 0.050), indicating a possible effect of
grape extract supplementation on changes in this parameter.

3.5. Pregnancy rate results

The pregnancy rate was higher in the treatment group (88.9%) than in
the control group (66.7%) (Fig. 3.5.1). Although the difference between the
groups was relatively pronounced, statistical significance was not reached
due to the small sample size.
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Figure 3.5.1. Comparison of pregnancy rates between the control (C) and
treatment (T) groups

3.6. Correlation analysis

After applying the Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR)
correction, only statistically significant correlations (¢ < 0.05) were selected
for further analysis (Table 3.5.1). Statistically significant associations were
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identified among reticulorumen temperature, animal activity, estrus index,
and thermographically measured vulvar and ocular surface temperatures.

Table 3.6.1. Statistically significant correlations among physiological and
behavioral parameters after Benjamini—Hochberg FDR correction

Parameters Control group g-value Treatment group g-value
(r) (r)

Vulvar temperature— 037-0.50 | <0.05 0.43-0.52 <0.05
Eye temperature
Rumen temperature— 0.72 <0.001 0.48 <0.05
Activity
Rumen temperature— 0.75 <0.001 0.60 <0.05
Estrus index
Activity—Estrus index 0.65 <0.001 0.66 <0.001

Note: r — Pearson’s correlation coefficient; q-values were calculated using the Benjamini—
Hochberg false discovery rate (FDR) correction.

Reticulorumen temperature was positively associated with animal activity
in both groups. A higher correlation coefficient was observed in the control
group (r = 0.72; q < 0.001) than in the treatment group (r = 0.48; q < 0.05).
A similar association was observed between reticulorumen temperature and
the estrus index. In the control group, the correlation coefficient was r = 0.75
(9 <0.001), whereas in the treatment group it was r = 0.60 (q < 0.05). Thus,
increases in reticulorumen temperature were accompanied by higher activity
and estrus index values.

Activity was also positively correlated with the estrus index. The strength
of this association was very similar in both groups: r = 0.65 (q <0.001) in the
control group and r = 0.66 (q < 0.001) in the treatment group. Among all the
relationships analysed, the associations among reticulorumen temperature,
activity, and the estrus index were the most consistently observed in both
groups. This pattern of results indicates that behavioural changes and changes
in internal temperature recorded during estrus occurred in parallel.

Analysis of the thermographically assessed parameters revealed positive
associations between vulvar and ocular surface temperatures in both groups.
In the control group, the correlation coefficients ranged from r = 0.37 to 0.50
(q < 0.05), whereas in the treatment group they ranged from r = 0.43 to 0.52
(9 <0.05). Thus, changes in vulvar surface temperature were accompanied by
changes in ocular surface temperature in the same direction.
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4. DISCCUSION

With the advancement of molecular methods for microorganism
identification, it has been established that a diverse microbial community
also exists in the uterus of clinically healthy cattle. Its composition may vary
depending on hormonal status, the local immune response, and the course of
uterine involution [7,32,162—164]. Therefore, the mere presence of bacteria is
not considered pathological; rather, the overall structure of the microbiota is
more important [32,33]. For this reason, it was important in the present study
to evaluate whether the polyphenols contained in dry grape extract could
contribute to the development of a more favourable uterine microbiota during
the postpartum period.

In the present study, five major phyla predominated in the uterine
bacterial microbiota of clinically healthy cows in both groups: Firmicutes
— 40.9%, Fusobacteria — 20.3%, Bacteroidetes — 19.6%, Actinobacteria
— 9.2%, and Proteobacteria — 6.3%. A total of 605 bacterial species were
identified, indicating high taxonomic diversity of the uterine microbiota.
Santos et al., who investigated the uterine microbiota of healthy cows and
cows with metritis and endometritis during the postpartum period, identified
the same major bacterial phyla; however, their relative abundance and the
structure of the microbiota depended on uterine health status. The authors
found that the microbiota of cows with metritis was characterized by a
higher relative abundance of Fusobacteria and Bacteroidetes, whereas the
uterine microbiota of healthy cows exhibited greater bacterial diversity [33].
A similar trend was observed in subsequent studies, in which the relative
abundance of Bacteroidetes in the uterus of healthy cows was approximately
10%, compared with more than 45% in cows with metritis, while bacteria of
the genus Fusobacterium accounted for approximately 8% and 29.4% of the
bacterial community, respectively.

The high number of bacterial species and the predominance of Firmicutes
observed in our study are consistent with the greater taxonomic diversity
characteristic of the uterine microbiota of clinically healthy cows. On the other
hand, the relative abundances of Fusobacteria (20.3%) and Bacteroidetes
(19.6%) indicate that the presence of these bacterial phyla, which are
associated with uterine dysbiosis, is not in itself sufficient to characterize
a pathological condition. Since all cows included in the present study were
clinically healthy, the results confirm that assessment of uterine microbiota
status should take into account not only the presence of individual bacterial
phyla but also their relative abundance, microbiota diversity, and bacterial
composition at lower taxonomic levels.
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Similarly, Clemmons et al. found that the vaginal and uterine bacterial
communities of cows were highly diverse and differed in both species diversity
and the relative abundance of individual bacterial taxa [163]. Although
bacteria belonging to the phylum Firmicutes predominated in both parts of
the reproductive tract, the uterine microbiota contained a higher proportion of
unidentified taxa and differed in the composition of certain genera and families
compared with the vaginal microbiota. The authors emphasized that these
differences in microbiota most likely reflect physiological characteristics of
the reproductive tract and may be relevant to reproductive status and early
pregnancy [163]. Pascottini et al. also demonstrated clear dynamics of the
postpartum uterine microbiota and showed that bacterial communities change
during uterine involution in both clinically healthy cows and cows with
endometritis [164]. In a study in which the uterine microbiota of Holstein
cows was analysed by 16S rRNA gene sequencing at 10, 21, and 35 days
postpartum, the microbiota composition was similar in clinically healthy
cows and cows with subclinical endometritis, whereas cows with clinical
endometritis exhibited lower bacterial diversity and pronounced dysbiosis.
Furthermore, clinical endometritis was associated with a higher relative
abundance of the phyla Bacteroidetes and Fusobacteria and bacteria of the
genus Trueperella, while Trueperella pyogenes was the microorganism most
frequently isolated by bacteriological examination.

The findings of our study emphasize that physiological changes occurring
during the postpartum period must be taken into account when assessing
the effects of different interventions on the uterine microbiota, because
microbiota composition naturally changes during uterine involution. Although
Fusobacteria, Bacteroidetes, and some bacteria belonging to the phylum
Actinobacteria, including Trueperella pyogenes, are frequently associated
with metritis and endometritis in the literature, their detection alone does not
confirm uterine disease [32,162,164]. These microorganisms may also be
detected in the uterus of clinically healthy cows, while the development of
pathology depends on their abundance, interactions, and the cow’s immune
response. Galvao et al. emphasized that uterine diseases are most commonly
associated with dysbiosis of the microbial community and the predominance
of certain pathogenic taxa rather than their mere presence [32].

Certain differences in microbiota composition between the groups
were also observed in our study. During the first week, Streptococcus suis
and Streptococcus porcinus—uberis predominated in the treatment group,
whereas Clostridium celatum, Lactobacillus ilealis, and other members of
Clostridiales were detected in the control group. During the ninth week,
Fusobacterium predominated in the treatment group, whereas the control
group showed a more pronounced relative abundance of Leptotrichiaceae,
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Histophilus, and Fusobacterium taxa. All cows included in the study were
clinically and reproductively healthy; therefore, the detection of potentially
pathogenic taxa is interpreted as part of the microbiota rather than as evidence
of pathology per se.

One of the most important observations in our study was the difference in
microbiota structure between the groups at nine weeks postpartum. Samples
from cows receiving dry grape extract showed a higher relative abundance
of bacteria associated with the genus Lactobacillus, whereas Fusobacteria,
Actinobacteria, and T. pyogenes were more prominent in samples from the
control group. A higher relative abundance of Lactobacillus is considered
a favourable feature of the microbiota of healthy cows. Molina Morales et
al., discussing the possibilities of uterine microbiota modulation, noted that
modification of microbial composition could become a promising strategy for
the prevention of endometritis; however, clinical evidence in this field remains
limited [30]. Therefore, our findings should be regarded as hypothesis—
generating.

An important part of the present study was also the evaluation of the
uterine fungal microbiota. Considerably less information is available on the
mycobiota of the bovine reproductive tract than on bacterial communities.
De Carli et al. reported that various fungi, including members of the genera
Candida, Penicillium, and Aspergillus, may be detected in the bovine
reproductive tract [8]; however, under certain conditions, they may be
associated with endometritis, reproductive disorders, or reduced fertility
[8,165—-167]. Samples from cows receiving dry grape extract showed a lower
relative abundance of some fungi, including taxa associated with the genus
Candida, compared with the control group. This observation is consistent
with the antimicrobial and microbiota—modulating properties of plant
polyphenols; however, because pooled samples were used and the study was
limited in scope, a causal relationship cannot be established. Furthermore,
there are insufficient data to define the normal uterine mycobiota of beef cows
at different stages of the postpartum period. Therefore, the lower relative
abundance of fungi should be described as a potentially favourable trend.

In our study, the composition of the bacterial and fungal uterine microbiota
of Angus beef cows changed during the postpartum period, reflecting the
microbial community changes characteristic of this period. The dominant
bacterial phyla and changes in their relative abundance were similar to the
trends in postpartum bovine uterine microbiota described in previous studies
[4,32,33,38,162,164,168—170]. Future studies should employ individual
sampling, determination of absolute microbial abundance, and metagenomic or
metatranscriptomic analyses, together with assessment of local inflammatory
markers and individual reproductive parameters.
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In the present study, the effect of dry grape (Vitis vinifera) extract on
beef cows during the postpartum period was evaluated comprehensively by
analysing the composition of the uterine bacterial and fungal microbiota,
oxidative stress biomarkers, recovery of reproductive function, and sensor—
recorded physiological and behavioural parameters. Such a study design is
important because recovery of the reproductive system after calving is not
the result of a single biological process. It is determined by uterine involution,
regulation of local and systemic immune responses, metabolic adaptation,
antioxidant defence status, activity of the hypothalamic—pituitary—ovarian
axis, and changes in animal behaviour.

Glutathione peroxidase is one of the most important components of the
enzymatic antioxidant system and is involved in the neutralization of hydrogen
peroxide and lipid hydroperoxides. In the present study, the dynamics of
GPx concentrations differed between the groups: in the control group, GPx
concentration decreased from 44.23 + 16.09 to 21.34 + 18.28 ng/mL, i.e. by
approximately 52%, whereas in the treatment group it increased from 33.68
+24.31 to 43.53 £ 22.36 ng/mL, i.e. by approximately 29%. Thus, opposite
directions of change in GPx concentrations were observed in the two groups.
Since GPx 1s an important component of enzymatic antioxidant defence,
the increasing trend in GPx observed in the treatment group may indicate
better maintenance of antioxidant system activity during the postpartum
period, whereas the decrease observed in the control group may be associated
with weakening enzymatic antioxidant defence. Nevertheless, statistical
analysis did not confirm a significant group effect (p = 0.600) or group X
time interaction (p = 0.281); therefore, the opposite GPx trajectories cannot
be reliably attributed to the effect of dry grape extract. The high individual
variability in GPx concentrations may also have influenced the statistical
significance of the results.

Similar results were obtained by Huang et al. [107] in a study in which
48 early—lactation Holstein cows were supplemented with grape seed
proanthocyanidin extract for 50 days. The cows were divided into four groups
and received 0, 20, 40, or 80 mg of extract/kg body weight per day. Despite
the different extract doses, no statistically significant effect on GPx activity
was observed. No significant differences were found in SOD activity or total
antioxidant capacity either. These findings are partly consistent with the
results of the present study and indicate that supplementation with grape—
derived polyphenols does not always result in statistically significant changes
in the enzymatic antioxidant system.

Similar findings were also reported by Gessner et al. [103], who
supplemented early—lactation Holstein cows with 1% grape seed and grape
marc extract from three weeks before calving until the ninth week postpartum.
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No significant effect of supplementation on hepatic GPX3 gene expression
(p = 0.192) or supplement x time interaction (p = 0.132) was observed. No
significant changes were detected in other indicators of antioxidant status
either. These findings complement the results obtained in the present study
and suggest that the effects of grape—derived products on the antioxidant
system during the postpartum period may not be sufficiently pronounced to
result in statistically significant changes in individual antioxidant parameters.

In another study involving younger cattle, more pronounced trends in
the antioxidant response were observed. Weaned crossbred beef calves
supplemented with 4 g of grape seed extract per day for 60 days had GSH—
Px activity of 175.11 U/mL at the end of the study, compared with 162.38
U/mL in the control group. Although the difference did not reach statistical
significance, a tendency towards higher GSH-Px activity was observed (p
= 0.078). In the same study, SOD activity was significantly higher in calves
receiving the extract (78.01 vs. 73.17 U/mL; p = 0.010), total antioxidant
capacity was higher (6.46 vs. 5.79 U/mL; p =0.047), and MDA concentration
was lower (4.59 vs. 5.37 nmol/mL; p = 0.027) than in control calves.

Thus, the literature, as well as the results of the present study, indicates
that the effects of grape—derived polyphenols on the enzymatic antioxidant
system are not uniform. The opposite GPx trajectories observed in our
study—an increase in the treatment group and a decrease in the control
group—may indicate a possible association between dry grape extract and
better—maintained enzymatic antioxidant defence. However, the absence of
a statistically significant group x time interaction does not allow this change
to be considered a confirmed effect of the extract. Differences among studies
may be related to the composition and polyphenol concentration of the grape
product used, their bioavailability, dose, duration of supplementation, animal
age, physiological status, and initial intensity of oxidative stress.

Superoxide dismutase (SOD) is one of the major components of the
enzymatic antioxidant system, catalysing the conversion of superoxide
radicals into hydrogen peroxide and thereby contributing to the protection
of cells against oxidative damage. In our study, SOD concentrations were
numerically higher in the treatment group than in the control group at all
evaluated time points. At the beginning of the study, the concentrations
were 83.70 £ 46.32 and 55.21 + 49.34 ng/mL, respectively. Although no
statistically significant group effect (p = 0.120) or group X time interaction
(p=0.809) was detected, the consistently higher SOD concentrations observed
throughout the study in the treatment group may be regarded as a biological
trend.

Similarly, Li et al., who studied 30 Angus bulls, found no statistically
significant effect of grape pomace on SOD activity [171]. The animals
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were divided into three groups in which 0, 10, or 20% of the corn silage dry
matter was replaced with dried grape pomace. SOD activity was 13.77 U/
mL in the control group, 14.34 U/mL in the 10% grape pomace group, and
14.06 U/mL in the 20% group; the differences among groups were not
statistically significant (p=0.681). However, catalase activity was significantly
higher in the 10% grape pomace group (29.39 U/mL) than in the control
(13.22 U/mL) and 20% grape pomace (7.25 U/mL) groups (p = 0.004). This
indicates that the effects of grape—derived products on the antioxidant system
may not necessarily be reflected by simultaneous changes in all antioxidant
enzymes.

In contrast, Urkmez and Biricik reported a more pronounced effect of
grape seed extract on SOD in a study involving 60 heat—stressed Holstein
calves [108]. The calves received 0, 25, 50, or 100 mg/kg body weight per
day of grape seed extract. SOD concentrations were significantly higher in
calves receiving 50 and 100 mg/kg of the extract than in the control and
25 mg/kg groups (p < 0.001). In addition, MDA concentrations were lower in
all extract—supplemented groups (p < 0.01), while total antioxidant capacity
on Day 33 was higher in calves receiving 100 mg/kg than in the control group
(p=0.02).

A similar positive response was reported by other authors who investigated
30 weaned crossbred beef calves [172]. Following supplementation with
4 g of grape seed extract per day for 60 days, SOD activity at the end of
the study was 78.01 U/mL in the treatment group and 73.17 U/mL in the
control group, and the difference was statistically significant (p = 0.010).
In addition, total antioxidant capacity was higher (6.46 vs. 5.79 U/mL;
p = 0.047), whereas MDA concentration was lower (4.59 vs. 5.37 nmol/mL;
p = 0.027) in calves receiving the extract. Thus, the literature reports
inconsistent SOD responses to grape—derived products. In the study by Li
et al. involving adult Angus bulls, as in the present study, no statistically
significant change in SOD was observed, whereas studies involving growing
or heat—stressed calves demonstrated significant increases in SOD following
grape seed extract supplementation. These differences may be associated
with animal age and physiological status, intensity of oxidative stress, the
form of grape product used, polyphenol concentration, dose, and duration
of supplementation. Therefore, the consistently higher SOD concentrations
observed in the treatment group in the present study may indicate a more
favourable antioxidant status; however, because the group effect and group x
time interaction were not statistically significant, this cannot be regarded as a
confirmed effect of dry grape extract.

Malondialdehyde (MDA) is formed during the peroxidation of
polyunsaturated fatty acids; therefore, its concentration is used to assess
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the intensity of oxidative lipid damage. In the present study, MDA
concentrations decreased in both groups, although the numerical decrease
was more pronounced in the treatment group. In the control group, MDA
concentration decreased from 942.34 + 362.24 to 747.25 + 263.99 ng/mL,
i.e. by approximately 21%, whereas in the treatment group it decreased from
1202.35 + 609.48 to 582.92 + 212.68 ng/mL, i.e. by approximately 52%.
These dynamics indicate a reduction in the intensity of lipid peroxidation
during the study period, while the more pronounced numerical decrease in
the treatment group may be regarded as a favourable trend in oxidative status.

Nevertheless, only the overall effect of time was statistically significant (p
= 0.043), whereas the group effect (p = 0.992) and group X time interaction
(p = 0.437) were not significant. Therefore, it cannot be concluded that the
more pronounced decrease in MDA concentration in the treatment group was
caused by dry grape extract.

The ability of grape—derived products to reduce lipid oxidation has also been
demonstrated in other studies involving cattle, although different biological
samples were evaluated. lanni et al. investigated 10 Friesian cows whose diet
was supplemented for 56 days with dried grape pomace constituting 10% of
dietary dry matter [173]. The authors found that inclusion of grape pomace
in the diet improved the oxidative stability of products manufactured from
the milk of these cows. Lipid oxidation was assessed using thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS), with MDA used as a marker of oxidative
lipid damage. A more pronounced protective effect was observed after
30days of cheese ripening. The authors attributed this effect to the polyphenolic
compounds present in grape pomace and their antioxidant properties.

In another study, supplementation of the diet of finishing Jersey x Holstein
crossbred cattle with a high proportion of grape pomace also reduced lipid
oxidation. The study included 24 cattle receiving a diet containing grape
pomace. Afterslaughter, MDA concentrations were assessed in the Longissimus
lumborum and Semimembranosus muscles. No differences between groups
were observed during the first days of storage; however, on Days 4, 6, and 8
of storage, MDA concentrations were significantly lower in the meat of cattle
receiving grape pomace than in the control group, and a significant diet x
storage time interaction was observed (p < 0.01). This demonstrated greater
oxidative stability of meat lipids in cattle receiving grape pomace.

The results of these studies are not directly equivalent to those obtained
in the present study because lanni et al. evaluated oxidative stability in dairy
products, while in the study involving finishing cattle, MDA was measured in
muscle tissue after slaughter, whereas in the present study MDA concentration
was determined in blood serum. Nevertheless, a similar biological direction
was observed across the studies: consumption of grape—derived products
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containing polyphenols was associated with greater oxidative stability of
lipids. The 52% reduction in MDA concentration observed in the treatment
group in our study, compared with a 21% reduction in the control group, may
be regarded as a numerical trend towards lower lipid peroxidation intensity.
However, the absence of a statistically significant group x time interaction
does not allow this change to be regarded as a confirmed effect of dry grape
extract. Differences between the results of the present and previous studies
may have been influenced by the form and polyphenol concentration of the
grape product, dose, duration of supplementation, physiological status of the
animals, and the biological sample in which lipid peroxidation was assessed.

The most important change observed in the present study was the shorter
interval from calving to first estrus in cows receiving dry grape extract
boluses. In the treatment group, first estrus occurred on average 23.88 + 1.86
days postpartum, compared with 39.82 + 5.05 days in the control group; thus,
first estrus occurred on average 15.94 days earlier in the treatment group. The
median time to first estrus was 23 and 41 days, respectively. Kaplan—Meier
analysis confirmed a statistically significant difference between the groups
(¥*=6.642; p=0.010), and the group effect was also significant in the general
linear model analysis (p = 0.048; partial n> = 0.21). This finding may be of
practical importance because prolonged postpartum anestrus is one of the
factors limiting reproductive efficiency in beef cows.

The effects of plant—derived bioactive compounds on postpartum
reproductive parameters have also been investigated in other studies.
Kumar et al., evaluating the effect of Asparagus racemosus root powder
supplementation in crossbred cows, found that administration of this plant
supplement before and after calving significantly shortened the interval
to first postpartum estrus, shortened the service period, and reduced the
number of inseminations per conception compared with the control group. In
addition, cows receiving the supplement exhibited faster uterine involution
[174]. Similar findings were reported by Amin et al. in cows diagnosed with
ovarian dysfunction after calving. Their herbal preparation contained Cyperus
rotundus tubers, Moringa pterygosperma leaves, Zingiber officinale rhizomes,
and Allium cepa bulbs. Following the first administration of the preparation,
an estrus response was observed in 66.7% of cows in the treatment group
and, following the second administration, in 88.9%, compared with 20.0% in
the control group. The conception rate was also higher in cows receiving the
herbal preparation, at 66.7% compared with 20.0% in controls. These findings
are partly consistent with the earlier occurrence of first estrus observed in
cows receiving dry grape extract boluses in our study and suggest that the
use of plant—derived bioactive compounds is associated with the resumption
of reproductive activity after calving. However, direct comparison of these
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studies is limited by differences in the composition of the plant products used,
their doses, duration of supplementation, and the physiological status of the
animals studied.

The pregnancy rate in the treatment group was also numerically higher, at
88.9%, compared with 66.7% in the control group. However, this difference
was not statistically significant; therefore, it cannot be concluded that
dry grape extract increased the pregnancy rate in cows. The small sample
size limited the statistical power to detect differences between the groups.
Nevertheless, the numerically higher pregnancy rate may be considered
together with the significantly shorter interval to first estrus. The relationship
between antioxidant status and fertility was demonstrated by Harrison et al.
[175], who administered an injection of vitamin E and selenium to 198 cows
three weeks before expected calving. The pregnancy rate following the first
insemination was higher in supplemented cows than in controls, at 41.2%
and 25.3%, respectively (p = 0.02), while the number of inseminations per
conception was lower, at 2.3 and 2.8, respectively (p = 0.03). However, the
interval to first estrus did not differ. This further demonstrates that different
components of reproductive function may respond differently to changes
in antioxidant status. Therefore, the pregnancy rates of 88.9% and 66.7%
observed in our study should be regarded as a promising but statistically
unconfirmed difference. A larger study would help determine whether the
earlier resumption of the reproductive cycle in the treatment group is also
associated with a greater probability of conception.

Although the interval to first estrus differed significantly between the
groups, no group effect was observed for most other physiological and
behavioural parameters. Animal activity did not differ significantly between
the groups (p = 0.367). However, correlation analysis provided additional
information on the relationships among individual parameters. Activity
was positively correlated with the estrus index in both groups, with almost
identical correlation coefficients: r=0.65 (q <0.001) in the control group and
r=0.66 (q <0.001) in the treatment group. This association is biologically
plausible because increased locomotor activity is one of the most characteristic
behavioural changes during estrus. Silper et al., using two different automated
activity monitoring systems in Holstein heifers, demonstrated that changes
in activity can be used to detect and quantitatively assess estrus expression
[176].

In the present study, the nearly identical correlation coefficients between
activity and the estrus index in both groups are particularly important when
interpreting the effect of the extract. Since the association was equally evident
in both the control and treatment groups, it most likely reflects a general
behavioural process characteristic of estrus rather than a specific effect of
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dry grape extract. This is also consistent with the absence of a statistically
significant overall group effect on activity.

No statistically significant group effect was observed for reticulorumen
temperature either (p = 0.231); however, correlation analysis demonstrated
associations with signs of estrus. In the control group, reticulorumen
temperature correlated with activity at r = 0.72 (q < 0.001), compared with
r=0.48 (q<0.05) in the treatment group. An even higher correlation coefficient
was observed in the control group between reticulorumen temperature and
the estrus index (r = 0.75; q < 0.001), whereas in the treatment group it was
r = 0.60 (q < 0.05). Thus, in both groups, increases in reticulorumen
temperature were accompanied by higher animal activity and estrus index
values, although the strength of the associations differed between groups.
Similar changes in temperature and estrus expression were reported by Burnett
et al., who analysed 190 estrus episodes in dairy cows in which reticulorumen
temperature and activity were recorded simultaneously [177]. The maximum
positive temperature change during estrus was 0.55 = 0.03 °C, while during
the ovulation period it was 0.26 + 0.04 °C. Furthermore, cows exhibiting more
pronounced estrus expression showed greater temperature changes. This is
consistent with the positive association of reticulorumen temperature with
activity and the estrus index observed in our study. However, alerts generated
solely on the basis of temperature changes in the study by Burnett et al. did
not achieve sufficient accuracy for reliable detection of estrus or ovulation.
Therefore, reticulorumen temperature may provide additional information on
physiological changes occurring during estrus, but it is more appropriately
evaluated together with behavioural parameters.

No statistically significant group effect was observed for ocular or vulvar
surface temperatures (ocular: p = 0.685; vulvar: p = 0.176). However,
correlation analysis of the thermographic parameters revealed positive
associations between vulvar and ocular temperatures. In the control group,
correlation coefficients ranged from r=0.37 to 0.50, whereas in the treatment
group they ranged from r = 0.43 to 0.52 (q < 0.05). This indicates that surface
temperature changes recorded in different anatomical regions occurred to some
extent in parallel. Talukder et al. investigated the potential of thermography
for assessing reproductive status [178]. According to their findings, changes
in vulvar surface temperature could be used to predict ovulation 24-48 h
in advance. Using a threshold increase of 1.0 °C, the method achieved a
sensitivity of 83%, specificity of 43%, and positive predictive value of 71%.
However, the vulvar region has practical limitations because measurements
may be affected by the tail and contamination; therefore, the ocular region
is also considered a potential site for thermographic monitoring because it is
more suitable for automated observation. The association between vulvar and
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ocular temperatures observed in our study confirms that peripheral temperature
changes are not entirely independent. Nevertheless, neither ocular nor
vulvar temperature was significantly affected by group, and previous studies
indicate limited accuracy of estrus diagnosis based on thermography alone.
For this reason, thermographic parameters are more appropriately considered
a supplementary rather than a stand—alone method for estrus detection.

Dry grape extract supplementation also had no statistically significant
effect on estradiol or progesterone concentrations (estradiol: p = 0.437;
progesterone: p = 0.893). This is important when interpreting the significantly
earlier first estrus observed in the treatment group. Although the reproductive
cycle resumed earlier in cows receiving the extract, the weekly blood sampling
schedule may not have been frequent enough to capture short—term changes
in estradiol associated with the preovulatory follicle. When summarizing
the physiological and behavioural results, it is important that significant
associations among these parameters were observed in both groups. Activity
correlated with the estrus index, while reticulorumen temperature correlated
with both activity and the estrus index. Thermographic analysis also revealed
associations between vulvar and ocular surface temperatures. Since these
relationships occurred in both the control and treatment groups, they most
likely reflect general physiological and behavioural processes occurring
during estrus rather than a specific effect of dry grape extract.

Taken together, these results support the importance of an integrated
multiparametric approach. Saint-Dizier et al. reported in their review that
integration of temperature and accelerometer data across different cattle
breeds and housing systems enabled estrus detection accuracy exceeding
90% [179]. The use of multiple parameters also helps reduce the number
of false alerts caused by changes in environmental temperature, interactions
among animals, or increases in activity unrelated to estrus.

Thus, the associations among reticulorumen temperature, activity, the
estrus index, and thermographic parameters observed in the present study
indicate that these parameters may provide more information on reproductive
status when evaluated together rather than separately. Although dry grape
extract had no statistically significant effect on most individual physiological
and hormonal parameters, the significantly earlier occurrence of first estrus
in the treatment group suggests a possible association with faster resumption
of reproductive activity after calving. Given the small sample size, both the
potential effect of the extract on pregnancy rate and the diagnostic value of
integrated physiological parameters should be confirmed in larger studies.

In summary, the results of this study demonstrate that cows receiving dry
grape extract boluses exhibited their first postpartum estrus significantly
earlier; however, the extract had no statistically significant effect on most
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other reproductive, physiological, and oxidative stress parameters. Differences
in uterine microbiota were observed between the treatment and control
groups, together with potentially favourable trends in bacterial and fungal
microbiota composition. Nevertheless, because the microbiota analysis was
based on pooled samples, it cannot be conclusively determined whether these
differences were directly associated with dry grape extract supplementation.
Further studies using individual samples are therefore required to assess their
biological and clinical significance.

CONCLUSIONS

1. The composition of the bacterial and fungal uterine microbiota of
beef cows during the postpartum period varied depending on the
sampling time. The bacterial microbiota was dominated by Firmicutes,
Fusobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, and Proteobacteria,
whereas the fungal microbiota was dominated by Ascomycota,
Basidiomycota, and Chytridiomycota. Differences in microbiota
composition observed between the treatment and control groups suggest
possible associations with dry grape extract supplementation; however,
due to the limited possibilities for statistical comparison of individual
taxa, these differences cannot be considered statistically confirmed
effects of the extract on the uterine microbiota.

1.1. During the first week postpartum, bacteria of the phylum Firmicutes
predominated in both groups, although their species composition
differed. The treatment group was dominated by Streptococcus
suis and S. porcinus—uberis, whereas Clostridium celatum and
Lactobacillus ilealis predominated in the control group. In the fungal
microbiota, Suhomyces xylopsoci predominated in the treatment
group, together with fungi belonging to the genera Aspergillus
and Penicillium, whereas representatives of the genera Pichia and
Penicillium predominated in the control group.

1.2. During the ninth week postpartum, differences in bacterial and
fungal microbiota composition between the groups became
more pronounced. The treatment group showed a lower relative
abundance of Trueperella pyogenes and Histophilus somni, bacteria
associated with uterine infections. In the fungal microbiota, Candida
guilliermondii and C. parapsilosis were detected in the control
group, whereas Suhomyces xylopsoci predominated in the treatment
group, along with representatives of the genera Scedosporium and
Penicillium. Considering the limited possibilities for statistical
comparison of individual taxa, the observed differences between the
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groups should be interpreted as trends in microbiota composition
rather than as statistically confirmed effects of dry grape extract
supplementation.

2. Dry grape extract supplementation had no statistically significant
effect on the oxidative stress markers glutathione peroxidase (GPx),
superoxide dismutase (SOD), and malondialdehyde (MDA). In the
treatment group, GPx showed an increasing trend, SOD concentrations
remained higher throughout the study, and MDA concentrations
decreased more markedly than in the control group; however, these
trends did not result in statistically significant differences between the
groups. A statistically significant effect of time was observed for MDA
concentration (p = 0.043), indicating a decrease over the study period
irrespective of group.

3. When evaluating the associations of dry grape extract supplementation
with reproductive, physiological, and hormonal parameters in beef
cows during the postpartum period, the main statistically confirmed
finding was a shorter interval to first estrus, whereas no statistically
significant differences between the groups were found for the other
evaluated parameters.

3.1. Dry grape extract supplementation significantly shortened the
interval from calving to first estrus. Cows in the treatment group
exhibited their first estrus on average 15.94 days earlier than cows
in the control group (23.88 +1.86 vs. 39.82 + 5.05 days; p=0.010).

3.2. Atrendtoward a higher pregnancy rate was observed in the treatment
group, with a pregnancy rate of 88.9% compared with 66.7% in
the control group. However, the difference was not statistically
significant; therefore, the higher pregnancy rate cannot be
considered a confirmed effect of dry grape extract supplementation.

3.3. Dry grape extract supplementation had no statistically significant
effect on animal activity, reticulorumen temperature, eye surface and
vulvar temperatures, or estradiol and progesterone concentrations.
Therefore, an effect of the extract on the evaluated physiological
and hormonal parameters was not confirmed.
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