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Roviditések jegyzéke

ALP - alkalikus foszfataz

ALT — alanin-aminotranszferaz

AST - aszpartat-aminotranszferaz

BENEPC - Bovine Endometrial Epithelial Cell

BHB - béta-hidroxi-butirat

BHI — brain-heart infusion agar

CFU — colony forming unit, telepképzd egység

CK - kreatin-kinaz

CLSI — Clinical & Laboratory Standards Institute

DMEM/F12 — Dulbecco’s modified eagle medium/nutrient mixture F-12 taptalaj
DNS — dezoxiribonukleinsav

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

EEVI - élelmezés egészségiigyi varakozasi idé

GGT - gamma-glutamil transzferaz

H20: - hidrogén-peroxid

HPLC - high pressure liquid chromatography, nagy teljesitményi folyadékkromatografia
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LPS - lipopoliszacharidok

MALDI-TOF — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
MIC — minimum inhibitory concentration, minimalis gatlé koncentracio
MOI — multiplicity of infection

MRNS — messenger ribonukleinsav

MRS agar — De Man—Rogosa—Sharpe agar

NEFA - nem észterifikalt szabad zsirsav

PBS — foszfatpufferelt séoldat

PCR — polimeraz lancreakcio

PGF2a - prosztaglandin F2a

PVD - gennyes hiivelyvaladék

RBC — vérosvérsejtszam

TEER - transepithelial electrical resistance, transzepitelialis elektromos ellenallas
VD — hlvelyi nyalka

WBC - fehérvérsejtszam



Osszefoglalas

A nagylétszamu tejhasznu tehenészetek szamara a szaporodasbioldgiai problémak jelentik az
egyik legnagyobb kihivast allatorvosi, telepi menedzsment és gazdasagi szempontbdl is. Az
ellés utan el6éforduld kulonb6zé méhbetegségek a tejelé tehenek csaknem felét érintik
napjainkban is. A méhgyulladas altalanosan elfogadott kezelési protokolljai antibiotikumokat,
nem szteroid gyulladascsokkentdket és hormonokat tartalmaznak. Az antibiotikum
rezisztencia terjedésével parhuzamosan egyre nagyobb az igény az alternativ kezelési és
megel6ézési lehetéségek felderitése irant, igy Kkerlltek a tudomanyos érdeklédés
kézéppontjaba a probiotikumok. A probiotikumok olyan él6 mikroorganizmusok, amelyek a
megfeleld doézis és adagolas mellett jotékony hatast gyakorolnak a gazdaszervezet
egészségére. Mivel ezek a hatasok toérzsspecifikusak, a probiotikus készitményekben
felhasznalni tervezett térzseket szigoru in vitro és in vivo vizsgalatoknak kell alavetni, miel6tt
klinikai kiprébalasuk megkezd&dhetne. Kutatasunk célja az volt, hogy meghatarozzuk az
egészséges tejhasznu tehenek normal hivelyi mikrobiotajat alkotd baktériumfajokat, és az
izolatumok kdzll a potencialisan probiotikus hatasuakon tovabbi vizsgalatokat végezve egy
intravaginalis probiotikus készitményt hozzunk létre, amelyet a méhgyulladas megel6zésére
lehetne hasznalni az ellés korlli id6szakban. Osszesen 54 baktériumfajt hataroztunk meg az
egészséges tehenek huvelyi mikrobiomjaban, ezeknek 87%-a Gram-pozitiv, 13%-a Gram-
negativ volt. Ot kivalasztott, potencialisan probiotikus hatassal rendelkezé izolatum esetében
rezisztencia géneket vizsgaltunk, és meghataroztuk az érzékenységuket 10 gyakran hasznalt
antibiotikummal szemben. Ezt kdévetéen in vitro vizsgalatokat végeztink kulénb6zd
baktériumtorzseken, amelyek soran a citotoxikus hatast és a transzmembran vezet6képesség
valtozasat mértuk. Vizsgalataink soran a kivalasztott baktériumtorzsekkel végzett kezelés nem
gyakorolt negativ hatast a sejtek életképességére és a sejttenyészet permeabilitasara.
Osszeallitottunk egy potencialisan probiotikus hatasu intravaginalis készitményt, amely a
kovetkez6 baktériumokat tartalmazta: Limnosilactibacillus fermentum, Lactplantibacillus
plantarum, Limnosilactibacillus  reuteri, Lacticaseibacillus rhamnosus, Pediococcus
pentosaceus, Brevibacillus agri. Elvégeztik a készitmény célallat artalmatlansagi és
biztonsagossagi vizsgalatat egészséges teheneken tébb kildonbdzé dézis tekintetében, amely
soran nem talaltunk sem lokalis irritaciéra, sem pedig szisztémas gyulladasra utalo jeleket, igy
lehetéség nyilt a készitmény klinikai kiprébalasara. A klinikai vizsgalatokat nagyszamu
holstein-friz tehén bevonasaval végeztik el négy magyarorszagi tehenészeti telepen, két
kisérletben. Az egyik telepen szignifikans kulénbséget mértiink a kisérleti csoport javara az
ellést kévetd 7-9. napon a hivelyvaladék minéségében (fizioldgias ill. koros pontszamu allatok
aranya) a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva. Emellett meghataroztuk az ellést

megel6z6 és az azt kdvet6 14 napban jellemzd hivelyi pH értékeket, és az egyes metabolikus
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paraméterekre jellemzd valtozasokat egészséges és méhgyulladassal diagnosztizalt tehenek
esetében. Mig az ellés kordli id6szakban szamos metabolikus paraméter valtozasat meértuk,
az egészséges és a méhgyulladasos tehenek kozott szignifikans kilénbség csak a NEFA és
a cink koncentracio értékében volt. Tovabbi kutatasokat igényelne annak vizsgalata, hogy az
egyes anyagcsere-parameéterek ellés elbtt, vagy kdzvetlenl az ellés utan mért értékébdl lehet-
e kovetkeztetni a méhbetegségek kialakulasanak magasabb kockazatara. Kutatasaink
eredményeképpen megallapithatjuk, hogy a vizsgalt baktérium torzsek a szarvasmarha
huvelyi nyalkahartyajara juttatva helyi vagy szisztémas karos hatassal nem birnak, azonban
nem egyértelmi a pozitiv hatasuk a szaporodasbiologiai mutatdkra. Tovabbi vizsgalatokat
igényelne a készitmény modositasa, hogy az elvart pozitiv hatasok elérhet6ek legyenek.
Eredményeink hozzajarulnak a szarvasmarha ellés Kkorlli id6szakaban bekdvetkezé
mikrobialis (és metabolikus) valtozasok jobb megértéséhez, ami hossziu tavon a

méhbetegségek hatékonyabb megelbzését és kezelését segitheti eld.



Summary

Reproductive performance issues present a significant challenge for large-scale commercial dairy
cattle farms in terms of veterinary medicine, farm management and economy. Postpartum uterine
diseases affect almost every second dairy cow. Generally accepted treatment protocols for uterine
diseases include antibiotics, non-steroid anti-inflammatory drugs and hormones. Due to the
spreading resistance towards antibiotics, demand for alternative treatment and prevention options
also increases nowadays. Probiotics are currently in the focus of scientific interest. Probiotics are
live microorganisms that offer beneficial effects for the host organism when administered in the
proper dosage. These effects are strain-specific so potential probiotics have to go through strict in
vitro and in vivo examinations before they can be clinically evaluated. The aim of our research was
to identify the bacterial composition of healthy vaginal microbiome in dairy cattle and to further
investigate potentially probiotic isolates thus creating an intravaginal probiotic product to prevent
uterine diseases in the periparturient period. Fifty-four bacterial species were successfully identified
from healthy dairy cows’ vaginal microbiome. Of these, 87% were Gram-positive and 13% were
Gram-negative. Five potentially probiotic isolates were selected for resistance genes and antibiotic
sensitivity testing. Citotoxicity and transepithelial electrical resistance measurements were also
performed on different bacterial strains. The selected bacterial strains did not affect cell viability
and permeability negatively. A potentially probiotic intravaginal product was created containing the
following bacteria: Limnosilactibacillus fermentum, Lactplantibacillus plantarum,
Limnosilactibacillus reuteri, Lacticaseibacillus rhamnosus, Pediococcus pentosaceus, Brevibacillus
agri. During the target animal safety studies on healthy cows, no local irritation or systematic
inflammatory response was detected using different dosages which enabled the clinical
evaluations. Clinical efficacy studies involved a large number of Holstein-Friesian cows on four
Hungarian dairy cattle farms. On one farm, significant differences in favor of the treatment group
were detected on postpartum days 7-9. regarding vaginal discharge (ratio of physiological vs.
abnormal score was better in the treatment group). Vaginal pH values and changes in metabolic
parameters 14 days before and after calving were determined in healthy cows and cows diagnosed
with metritis. Several metabolic parameters changed significantly in the periparturient period but
only NEFA and zinc differed significantly when comparing healthy and sick animals. Further
research is needed to identify certain parameters that could predict higher risk for uterine diseases.
Based on our results, the studied bacterial strains bear no negative effect when administered
intravaginally in cows. However, their positive effects on reproductive performance are not
unequivocal. Further investigations are required to modify the product in order to achieve the
expected beneficial effects. Our results contribute to a better understanding of changes in microbial
and metabolic status during the periparturient period of dairy cattle. In the long term, this can

facilitate more effective prevention and treatment of uterine diseases.



1. Bevezetés

1.1 Bevezetés

A méhbetegségek napjainkban is komoly kihivast jelentenek a legtobb arutejtermel6
tehenészeti telepen, mivel koérllbellil a tejhasznu tehenek felét érintik, és mind a
szaporodasbiolégiai teljesitményre, mind pedig a tejtermelésre rendkivil karos hatast
gyakorolnak (Gilbert et al., 2005). A nagylétszamu tehenészeti telepeken a selejtezés
leggyakoribb okai a szaporodasbioldgiai problémak (Hadley et al., 2006; De Vries et al., 2010;
Nor et al., 2014). Az id6 el6tti selejtezések nagyjabdl 30%-a szaporodasbioldgiai problémara
vezethet6 vissza (Fodor et al.,, 2016). A méhbetegségekbdl szarmazé gazdasagi kar
tobbkomponens(i, ide tartozik a csokkent tejtermelés, csdOkkent vemhesilési arany,
megndvekedett selejtezési arany és az ebbdl adédd megndvekedett allomanypétlasi koltség
is (Kern et al., 2018; Pérez-Baez et al., 2021). Habar a betegség, annak gazdasagi
kévetkezményei és kezelési lehetéségei folyamatosan kutatasok targyat képezik az elmult
években, a 2000-es évek eleje 6ta nem készilt atfogd dsszefoglald az aktualis eredményekrél
(Sheldon és Dobson, 2004).

A méh gyulladasos megbetegedései k6zé a metritis, endometritis és pyometra tartozik,
amelyek az ellés id6pontjatdl akar az ellést kévetd 60. napig is jelentkezhetnek. A klinikai
tineteken kivil igen jelentés a reproduktiv teljesitményre kifejtett kedvezétlen hatas, amely
akar a betegség kialakulasa utan hetekkel is el6fordulhat (Sheldon et al., 2006). Szamos
hajlamosité tényez6 noéveli a méhbetegségek eléfordulasi esélyét, ezek kozul a
legfontosabbak a holtellés, nehézellés, ellési segélynyujtas, magzatburok-visszamaradas,
anyagcsere-betegségek, meéhfal sérilései és az optimalistdl eltérd testkondicio (Sheldon és
Dobson, 2004; Kim et al., 2005; Kényves et al., 2009a; P6th-Szebenyi et al., 2021; Répasi et
al., 2025). Az endometritis kezelése nem szamit slirgésseégi esetnek, azonban nagyon fontos
a tehén kés6bbi szaporodasbioldgiai teljesitménye szempontjabdl. A metritis ezzel szemben
akar szisztémas kezelést is igényelhet az allat egészségi allapotanak helyreallitasa érdekében
(Pulfer és Riese, 1991). A metritis kezelési protokollok altalaban kombinacidban tartalmaznak
antibiotikumokat, nem-szteroid gyulladascstkkentéket és hormonokat, beleértve a
méhdsszehuzddast serkentd hatdéanyagokat (Silva et al., 2021). Az antibiotikum rezisztencia
terjedése miatt a tudomanyos érdekl6dés az alternativ kezelési mddszerek felé kezdett
iranyulni az elmult években, és ezen belll is kiemelt szerepet kaptak a probiotikumok.

A probiotikumok él8 mikroorganizmusok, amelyek szamos jétékony hatassal lehetnek
nemcsak az emésztérendszerre, hanem mas szervrendszerekre, igy példaul a hugy-nemi
szervrendszerre is. Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy az alkalmazasuk segitségével az
allatok egészsége javithato és megoérizhetd, a patogén mikroorganizmusok elszaporodasa és

biofilm képzése megakadalyozhatd, a termelékenység noévelhetd (Rosales et al., 2021;
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Hashem és Gonzalez-Bulnes, 2022; Adnane és Chapwanya, 2024). A probiotikumokat évezé
ndvekvd érdeklbédés hatterében leginkabb a biztonsagosabb, természetes modon elballtott
termékek iranti igény all, amelyek szamos betegség és fert6z6 agens ellen nyujtanak
védelmet, hordoznak terapias potencialt (Kwoji et al., 2021). Az endometritis kezelése
parenteralis vagy intrauterin modon alkalmazott antibiotikumokkal és antibakterialis
hatéanyagokkal valtozo sikert mutat (Varhidi et al., 2024). Jelent&s korlatozé tényezét jelent a
véltozékony gyogyulasi arany, a kezelés magas kéltsége, az EEVI és az egyre terjedd
antibiotikum rezisztencia. Emellett ezek a kezelések karosithatjdk a méh természetes
védekezd képességét, mivel csokkentik a polymorphonuclearis leukocytak fagocitald
aktivitasat, ami a méh velesziiletett védkezd rendszerének létfontossagu pillére (Adnane és
Chapwanya, 2024). Az antibiotikum rezisztenciat érinté ndvekvé aggalyok az antibiotikumok
hasznalatanak szigoribb szabalyozasahoz vezettek, elsésorban élelmiszertermeld allatok
esetében. Ezzel parhuzamosan a hatékony alternativ kezelési mddszerek kifejlesztésére
egyre nagyobb az igény, beleértve a méhgyulladas kezelését is (Sarkar et al., 2016). A
probiotikumok potencidlisan csOkkenthetik az antibiotikumok hasznalatatél valé flggést,
azonban a praktizal6 allatorvosok sokszor nem biztosak az optimalis adagolasban, a beadas
megfeleld id8pontjanak megvalasztasaban és a lehetséges mellékhatasok tekintetében, ami
miatt kevésbé szivesen illesztik be ezeket a készitményeket a napi gyakorlatba (Abdisa et al.,
2022).

A hivelyi mikrobiota kiemelt fontossagu a tejhasznu tehenek szaporodasbiolégiai allapota
szempontjabdl. Belsd és kuls6é tényez6k hatasara a mikrobiota folyamatosan valtozhat. A
legtobb kutatas a hively és a méh mikrobiotajahoz tartozé baktériumokat vizsgalja (Gomez et
al., 2019). Ezidaig a legintenzivebben kutatott, potencialisan intravaginalisan probiotikumként
alkalmazhat6 baktériumcsoport a tejsavbaktériumok csoportja. Ez egy kulonb6z6 rendszertani
kategoridakba tartozd, Gram-pozitiv baktériumokbdl all6, sokszini csoport. Kozos
tulajdonsaguk, hogy a szénhidratfermentacié elsédleges végtermékeként tejsavat termelnek.
Az eddigi kutatasok alapjan in vitro kdrilmények kdzott tdbb baktériumtdrzsnek is sikerdlt
kedvezé élettani hatasokat tulajdonitani, azonban az in vivo koérulmények kozott elvegzett
vizsgalatok egyelére valtozé eredményekkel zarultak (Varhidi et al., 2024). Ahhoz, hogy az
allatorvosi gyakorlatban is megbizhatéan, hatékonyan alkalmazhaté probiotikus termék

forgalomba kertilhessen, mindenképpen tovabbi vizsgalatokra van sziikség.



2. Célkitiizés

Kutatasunk legfontosabb végsé célkitlizése egy mindennapi allatorvosi gyakorlatban
alkalmazhato, probiotikus hatasu, a metritis megel6zésére szolgalo intravaginalis készitmény
fejlesztése volt. A kisérletek megvaldsitdsanak és a dolgozat elkészitésének idészakaban
nincs tudomasunk a tervezetthez hasonld, Magyarorszagon kereskedelmi forgalomban
elérhetd termékrdl. A tervezett készitménnyel szemben szamos kdvetelményt tamasztottunk
a termékfejlesztés tervezése és kivitelezése soran. A telepi rutinba kdénnyen beilleszthetd,
egyszerlien alkalmazhatd, legalabb néhany hetes eltarthatésagi idével biré készitményre van
szilkség ahhoz, hogy a hasznalata elterjedhessen. A gyartas oldalarél megkdzelitve pedig
fontos szempont volt a nagy volumenben térténé el6allitas lehetésége is az eltarthatdosag
mellett. A kezdeti célkitlizések (metritis megeldzés) elérésével a késdbbiekben lehetéség
nyilna a termék hatasspektrum-vizsgalatanak kiterjesztésére a metritis kezelésére és az
endometritis megel6zésére is.

Célunk elérése érdekében a tudomanyos vizsgalatokat és a termékfejlesztést tovabbi
szakaszokra bontottuk. A dolgozatban ezek kézill a tudomanyos szempontbdl legfontosabb
fazisok kerulnek bemutatasra, tehat nem keril ismertetésre a termék Osszetételének a
fejlesztés soran vizsgalt minden egyes valtozata és elvégzett megvaltoztatasa. Fontosnak
tartottuk, hogy a telepi vizsgalatokat minél nagyobb mintaszamon, minél tébb helyszinen,
gyakorlati korilmények kozott végezzuk.

Célul thztik ki az egészséges holstein-friz tehenek normal huvelyi mikrobiomjanak
meghatarozasat, hogy az igy azonositott baktérium izolatumok k&ézUl a potencialisan
probiotikus hatasuakat tovabbi vizsgalatoknak vethessik ala. Fontos szempont volt, hogy az
altalunk bevalogatott baktériumtorzsek ne terjeszthessenek antibiotikum rezisztenciat, igy ezt
még a fejlesztés korai szakaszaban vizsgalni terveztiik. A mikrobiom Osszetétel vizsgalatokat
kévetden in vitro kérilmények koézott terveztik vizsgalni a kivalasztott baktériumtorzseket.
Célunk az volt, hogy in vitro kérilmények k6zott a baktériumtorzsek karos hatast ne fejtsenek
ki a szarvasmarha eredetli sejttenyészetre, és lehet6ség szerint viszont kedvez6 hatast
kifejtsenek a sejtek tuléldképességére patogének jelenlétében. A termékfejlesztés soran
Osszeallitasra kerllt egy potencialisan probiotikus hatasu készitmény, amelynek célallat
biztonsagossagi és klinikai hatékonysagi vizsgalata is a célkitlizéseink kdzott szerepelt. A
célunk az volt, hogy a készitmény sem helyi irritaciét, sem pedig szisztémas gyulladasos
valaszreakciot ne valtson ki tehenek hiivelyébe juttatva, majd pedig az ellés koérlli id6szakban
meghatarozott kezelési protokoll szerint alkalmazva vizsgalni tudjuk a kezelés hatasat

kl6nboz6 klinikai és szaporodasbiologiai paraméterekre.
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Mindemellett a kisérletsorozatba tervezett szamos mintavételi alkalmat felhasznalva célunk
volt az elléskortli id6szakban az anyagcsere mutatok valtozasainak felmérése egészséges és
méhgyulladassal diagnosztizalt tehenekben is, hiszen a teljes kutatas a betegség megel6zését
helyezi a kdézéppontba, igy hasznos lenne olyan paramétereket meghatarozni, amelyek
vizsgalataval a méhgyulladas kialakulasara valo hajlam akar mar az ellést megel6z6en

beazonosithato lenne.
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3. Irodalmi attekintés

3.1 Méhbetegségek és a peripartalis idészakban jelentkezé anyagforgalmi valtozasok
kozotti kapcsolat

3.1.1. A méhbetegségek tipusai

3.1.1.1 Metritis: az ellést kovet6 elsé 21 napban

A metritis a méh faldnak gyulladasaként definialhatd, abba beleértve az endometriumot, az
izomrétegeket és a savos hartyat, ami az ellést kdvetd elsé 21 napban jelentkezhet —
leggyakrabban 7-10 napon belul — és akar a tejhasznu tehenek 40%-at is érintheti (Noakes et
al., 2018). A fizikalis tlinetek kozé tartozik a vizszer(, vorésesbarna, altalaban blizdés szagu
méhvaladék. A metritises tehén méhe megnagyobbodott és petyhidt tapintatd. Rajta a normal
involucidra jellemzd hosszanti rancoltsag nem figyelheté meg (Sheldon et al.,, 2006). A
metritisnek harom kategorigja klldnbdztetheté meg a betegséget kisérd szisztémas tlinetek
sulyossaga alapjan (Sheldon et al., 2006; Sheldon et al., 2009; Bajcsy, 2019):

1. Az 1. kategdria (Grade 1 metritis) esetén nincs jele szisztémas betegségnek vagy
laznak.

2. A 2. kategdria (Grade 2 metritis), azaz akut puerperalis metritis esetén a fizikalis
tinetek kozé tartozik a laz (>39,5°C), csokkent étvagy, csokkent tejtermelés és a
fekvéssel toltott id6 ndvekedése (letargia).

3. A 3. kategoria (Grade 3 metritis), azaz toxikus méhgyulladas esetén a tehén elfekvd és

toxémiara utalo tineteket mutat.

3.1.1.2 Endometritis: az ellést koveté 21. naptol
Az endometritis az endometrium kizarélagos gyulladasaként definialhatd, ami nem érinti a
stratum spongiosum-on tuli rétegeket. Endometritis az ellést koveté 21. naptdl kezdédéen
jelentkezhet, és klinikai vagy szubklinikai kategoriaba sorolhaté be (LeBlanc, 2008). Ez a
betegség korulbelul 20%-at érintheti a tejhasznu teheneknek (Goshen és Shpigel, 2006;
Galvao, 2012; Vallejo-Timaran, 2021). A klinikai endometritisre jellemzé a vulvan vagy a
vaginaban lathaté mukopurulens (50% nyalka, 50% genny) vagy purulens valadék. A klinikai
endometritis sulyossagi fokanak megallapitasa a hivelykifolyas elbiralasa alapjan torténik
(Williams et al., 2005; Sheldon et al., 2006):

1. A Grade 0, azaz normal allapot esetén a valadék tiszta, atlatszo.

2. A Grade 1 endometritis esetén a nyalkas valadék fehér vagy opalos gennypelyheket

tartalmaz.
3. A Grade 2 endometritis esetén a valadék kevesebb, mint 50%-nyi fehér vagy opalos

mukopurulens anyagot tartalmaz.
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4. A Grade 3 endometritis esetén a valadék purulens, altalaban fehér vagy sarga szind,
esetenként veért is tartalmazhat.
A szubklinikai endometritis esetén az endometrium fertéz6dése és gyulladasa nem

eredményez valadékozast.

3.1.1.3 Pyometra: az ellést kévetd 42-60. nap kozott

A pyometrat esetenként az endometritis egyik formajaként tartjak szamon, azonban altalaban
attol kalon targyaljak (Sheldon és Dobson, 2004; Bajcsy, 2019). Jellemzd ra a
megnagyobbodott méhben felgyllemlé genny, zart méhnyak és a petefészken talalhato
sargatest jelenléte mellett. Minimalis mennyiségl genny atszivaroghat a huvelybe is. A
petevezetd bakteridlis fert6z8dése és gyulladasa alakulhat ki, ami befolyasolhatja a
termékenységet. Pyometra az ellést kdvetd 42-60. napban alakulhat ki, és az el6z6leg targyalt
méhbetegségekhez viszonyitva kevesebb allatot, a tejhasznu tehenek kevesebb, mint 2%-at
érinti (Sheldon és Dobson, 2004; Sheldon et al., 2006; Szenci et al., 2015; Adnane et al., 2017;
Sheldon és Owens, 2017).

3.1.2 Méhbetegségek kialakulasara hajlamosité tényezék tejhasznu tehenekben

A szarvasmarhak mas eml8sokhoz (és mas kér6dz6khdz) viszonyitva fogékonyabbak a
méhbetegségek kialakulasara, mivel esetiikben a méh bakterialis kontaminacioja és tisztulasa
egy dinamikusan valtakozo6 folyamat. A legtdbb tehén esetében az ellést kovetd elsd két hét
soran bekdvetkezik a méh bakterialis fert6z6dése. Problémat az jelenthet, ha ez a bakterialis
kontaminacié perzisztenssé valik. Ellés kdzben és utdn a nemi szervrendszer fizikalis
védekezd mechanizmusai atmenetileg zavart szenvednek, ezaltal lehetéség nyilik felszallo
fert6z6dés kialakulasara. Baktériumok juthatnak a méh Uregébe a kdrnyezetbél, az allat
bérérdl, a bélsarbdl, elsésorban akkor, ha az elletd istalloban nem megfelel6 a higiénia. Ehhez
tarsul tovabba az endometridlis szdvetek karosodasa és a frissen ellett tehén
immunszuppresszalt statusza (amit sulyosbithat a nem megfelel6 banasmod miatt
megndvekedett stresszszint). Mindezek hozzajarulhatnak a nemi szervek, elsésorban a méh
gyulladasahoz, ami elnyujtott, rendellenes involuciéhoz vezet (Sheldon és Dobson, 2004).

A méhbetegségek kialakulasara hajlamosité tényezék kdzé tartozik a méh sérilése, amit
okozhat vagy sulyosbithat a holtellés, az ikerellés, a magzatburok-visszamaradas, a
csaszarmetszés é€s egyes anyagcsere-problémak (ugymint ketdzis és hypocalcaemia).
Hajlamosité tényez6 tovabba az oltdgyomor-helyzetvaltozas, a leukocytak megvaltozott
mikodése miatt felborult egyensulyi allapot az immunrendszer védekez6 képessége és a
behatolé patogének koézott, valamint az egyed méhének bakteridlis fléraja (Sheldon és
Dobson, 2004; Kim et al., 2005).
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Azoknal a teheneknél, amelyeknél korabban mar feljegyeztek nehézellést és/vagy ellés utani
méhbetegségeket, nagyobb eséllyel alakul ki szubklinikai méhbetegség. Emiatt a tobbszor
ellett teheneknél az Usz6khdz képest nagyobb eséllyel keril diagnosztizalasra méhbetegség,
mert nagyobb aranyban fordult el6 naluk mar korabban nehézellés. Valéjaban nem a korabbi
ellések szama, hanem azok lefolyasa befolyasolja ezt az aranyt (Salasel et al., 2010;
Pothmann et al., 2015; Kovacs et al.,, 2016). A tdbbszor ellett és az els6borjas tehenek
védekez6 képességének hatékonysaga eltérd. Az idésebb tehenek méhe keveésbé rugalmas,
az involucié lassabban megy végbe, mint a fiatalabb allatokban, amelyek azonban lassabban
eliminaljak a patogén baktériumokat az id6sebb tehenekhez képest (Adnane et al., 2017).

A legjelentésebb hajlamosité tényez6 a meéhgyulladas kialakulasara a magzatburok-
visszamaradas. Ennélfogva minden olyan tényezd, ami a magzatburok-visszamaradasra
hajlamosit, a méhgyulladas kialakulasanak kockazatat is néveli. A méhbetegségek
kialakulasanak esélyét befolyasolja az ellés koérlli idészakra jellemzd negativ energiamérleg
és a testkondicié valtozasai. A testkondicié-pontszam ellést kdévetd legalabb 1-pontos
csOkkenése az ellést kovet6 28-35 napban szignifikdnsan ndveli a méhgyulladas
kialakulasanak kockazatat. Ha kialakult a méhgyulladas, nagyobb eséllyel lesznek inaktivak a
petefészkek az ellés utan 28-35 nappal, és a laktacié elsé 100 napjaban mérhetd tejtermelés
lecsOkken (Koényves et al., 2009a; Poth-Szebenyi et al.,, 2021). Tovabbi jelent6s,
méhgyulladasra hajlamosité tényezék tejhasznu allomanyokban az elsé ellés, téli idészakban
torténd ellés, bikaborju és révidebb vemhesség (Hossein-Zadeh et al., 2011).

REPASI és munkatarsai (2025) eredményei alapjan bikaborjak esetében szignifikdnsan tébb
alkalommal (haromszoros gyakorisaggal) van szikség ellési segitségnyujtasra, mint
Uszéborjak esetében. Az ellési segélynyujtas és a klinikai metritis illetve endometritis
kialakulasa k6zott pedig szintén szignifikans 0sszefliggést talaltak (Répasi et al., 2025).
Habar az endometritis tejel6 tehenekben akar kilsé beavatkozas nélkll is megszinhet, egy
kutatas szerint az endometritises tehenek koérulbelll 25%-a perzisztens vagy visszatérd
gyulladast mutatott még az énkéntes varakozasi idészakot kovetéen is (Gautam et al., 2010).
Az endometritisre hajlamositd tényezdk kdzé tartozik a korabban emlitetteken felll a nyari
idészakban torténé ellés, a borju neme (bikaborjak esetén gyakoribb a megbetegedés), az
ellési segélynyujtas, az ellésindukcid, a metritis, a santasag, a klinikai tégygyulladas és a
klinikailag relevans urovagina (Gautam et al., 2010; Potter et al., 2010). Ezzel szemben egy
felmérés szerint a november és aprilis kozott ellett tehenekben nagyobb eséllyel alakult ki az
ellés utani els6 hénapban méhgyulladas (Karstrup et al., 2017). Ezeket az eltéréseket az egyes
kutatasok helyszinei koz6tti kilonbdzé klimatikus viszonyok magyarazhatjak. A nehézellés
kézvetlenll és kozvetetten (metritis kialakulasa altal) is névelheti az endometritis
kialakulasanak kockazatat. Pozitiv korrelaciéo tapasztalhaté a metritis sulyossaga és az

endometritis kialakulasanak kockazata kézétt (Adnane et al., 2017). Egy kutatas szerint az
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allat és kdérnyezetének tisztasaga nem szignifikans tényez6 (Potter et al., 2010). Egy masik
tanulmany szerint pedig a méhbetegségek kialakulasanak esélyét nem befolyasolta sem a
borju ivara, sem az életképessége, vagy az ellési segélynyujtas (Konyves et al., 2009a).

A szubklinikai endometritis allomanyszintli el6fordulasi gyakorisagat noveli a frissen ellett
tehenek mélyalmon valo tartasa. Az egyed szintjén hajlamosito tényez6 a ketozis, a ,,Grade 2”
metritis és elsdborjas tehenek esetén a nagyobb tejtermelés. Ezzel ellentétben egy kutatas
soran a nagyobb tejtermelésii tdbbszor ellett teheneknél kisebb eséllyel diagnosztizaltak
szubklinikai endometritist (Cheong et al., 2011).

A pyometra kialakulasara hajlamositd tényez6k kdzé tartozik a hormonalis miikédési zavar (az
ellést kdvetd korai ovulaciohoz tarsuld perzisztens sargatest), amit okozhat vagy tarsulhat
hozza a méh ellés kdzben és utan kialakulé perzisztens fertéz6dése (Sheldon és Dobson,
2004; Sheldon et al., 2009).

3.1.3 Valtozasok az anyagcserében az ellés koruli idészakban

Az ellés korlli idészak egy kritikus életszakasz a nagylzemi tejhasznu tehenek esetében,
amelyre jellemzéek a nemi szerveket érinté megbetegedések, az immunrendszer megvaltozott
mikodése, anyagcsere-problémak, negativ energiamérleg és oxidativ stressz eléfordulasa
(Sordillo és Mavangira, 2014; Hejel et al., 2019; Varhidi et al., 2024). Mind az allomany, mind
az egyed szintjén fontos monitorozni azokat a paramétereket, amelyek elére jelezhetik az
egyes betegségek kialakulasara vonatkoz6é nagyobb kockazatot. Ezaltal lehetévé teszik a
problémak korai felismerését és optimalis esetben a megeldzésiket is (LeBlanc, 2006; Szenci
et al,, 2018a; Hejel et al., 2019). Korabban tébb kutatas is vizsgalta mar az ellés kordli
idészakra jellemz& megbetegedések és egészségligyi problémak kozotti dsszefliggéseket,
jelen vizsgalat k6zéppontjaban elsésorban a kilénb6zé metabolikus paraméterek potencialis
kockazatndvel6 hatasa all. A magzatburok-visszamaradas, méhgyulladas, szubinvolucié,
oltégyomor-helyzetvaltozas, csokkent reproduktiv teljesitmény és tejtermelés, ketdzis,
hypocalcaemia, gyulladasos folyamatok vérbdél torténé elbrejelzésére leginkabb vizsgalt
paraméterek a béta-hidroxi-butirat (BHB), nem észterifikalt szabad zsirsav (NEFA), plazma
Osszkalciumszint (LeBlanc, 2006; Wenz et al.,, 2011; Kényves et al., 2019b; Sordillo és
Mavangira, 2014; Szelényi et al., 2023). Tovabba alternativ vizsgalati mdédszerek kozott
szerepel a vizeletvizsgalat (pH, ketonuria), kérédzéssel toltétt id6tartam mérése,
reticuloruminalis pH és hémérséklet, rektalis testhdmérséklet is (Benzaquen et al., 2007;
Kdnyves et al., 2009a; Kényves et al., 2009b; Palenik et al., 2009; Wenz et al., 2011; Soriani
et al.,, 2012; Kovacs et al.,, 2017). Fontos azonban kulénbséget tenni akdzott, hogy a
laborvizsgalattal mérhetd valtozasok a mar kialakult betegségre vagy szaporodasbiologiai
problémara jellemz8ek, vagy pedig mar annak kialakulasa el6tt is detektalhatdk (Szenci et al.,
2018b).
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ACCORSI és munkatarsai (2005) tejhasznu tehenek ellés elétti és utani hormonszintjeit, illetve
egyes metabolikus paramétereik szintjeit hasonlitottak 6ssze. Szignifikans névekedés volt
mérheté a NEFA és karbamid koncentracioban az ellés el6tt 5 nappal és az ellés utan 10
nappal mért értékek kozott (Accorsi et al., 2005). Egy masik kutatdsban szintén a NEFA
koncentracio ellés korili ndvekedésérdl szamoltak be, ami altalaban az ellés ideje el6tt 2-4
nappal kezd emelkedni, és korilbelll az ellés utani 3. napon éri el a maximumat (LeBlanc,
2010). HAMMON és munkatarsai (2009) az ellés koruli id6szakban a maj zsirtartalma szerint
csoportositottak a teheneket, és a NEFA, valamint BHB szintben is emelkedést tapasztaltak
az ellés el6tti értékeket az ellés utaniakkal 6sszehasonlitva, ez azonban csak a magasabb
zsirtartalma csoportban volt szignifikdns (Hammon et al., 2009). Egy vizsgalatban legelén
tartott tejhasznu tehenek esetében hasonlitottak 6ssze egyes anyagforgalmi paramétereket.
Az ellést kdvetéen magasabb volt a NEFA, BHB és haptoglobin koncentracio és az aszpartat-
aminotranszferaz (AST) aktivitasi értéke, mig az albumin, ésszfehérje, karbamid és a vizsgalt
asvanyi anyagok koncentracidja nem valtozott szamottevéen (Spaans et al., 2022).

RUBINO és munkatarsai (2013) kisérletében az ellés varhaté idépontja elétt 15 nappal vett
vérmintakban mar szignifikans kildnbség mutatkozott a késdbb az ellés utan egészséges és
méhgyulladassal diagnosztizalt tehenek kdzott egyes vérkép paraméterekben, valamint a
NEFA szintben, ami korabban a szarazonallas idészakaban még nem volt mérhetd. Hasonl6
eredménnyel zarultak KONYVES és munkatarsai (2009a; 2009b) kutatasai, az ellést megel6z6
14 napban mért magasabb NEFA-szint szignifikansan névelte a magzatburok-visszamaradas,
illetve a meéhgyulladasok késébbi kialakulasanak esélyét. Ugyanakkor egy masik kutatas nem
igazolt szignifikans eltérést az ellés elétt 7 nappal vett vérmintakban az ellés utan egészséges
és méhgyulladassal diagnosztizalt tehenek kdzott (Cui et al., 2019).

PAIANO és munkatarsainak (2020) holstein-friz teheneken az ellést kévetd 6-10 napban
végzett vizsgalata soran tobb biokémiai paraméter esetén is szignifikans eltérés mutatkozott.
Az egészséges tehenek esetében magasabb volt az albumin, a koleszterin és a kalcium
szintje, mint a méhgyulladasos tehenekben. Alacsonyabb volt ugyanakkor az egészséges
tehenek szérum gamma-glutamil transzferaz (GGT), és AST aktivitasi értéke, valamint a
fibrinogén és BHB koncentracioja, a méhgyulladasos csoporthoz viszonyitva (Paiano et al.,
2020). MIKULKOVA és munkatarsai (2020) az ellés utani elsé 21 napban végeztek méréseket
méhgyulladasos és egészséges holstein-friz teheneken. A szérum haptoglobin szint
alacsonyabbnak bizonyult az egészséges tehenek esetében, azonban a kilénbség nem volt
szignifikans, ugyanakkor a méhgyulladasos tehenek esetében szignifikansan magasabb
NEFA és bilirubin szintet mértek (Mikulkova et al., 2020). Szintén szignifikansan magasabb
volt a méhgyulladasos tehenek NEFA szintje az ellés utan 15 nappal RUBINO és munkatarsai
szerint is (Rubino et al., 2013). Ezzel ellentétben KONYVES és munkatarsai (2009a; 2009b)

kutatasai soran az ellést kovetd 10-14 nappal szignifikansan alacsonyabb volt a puerperalis
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metritisszel diagnosztizalt tehenek vérplazma NEFA szintje az egészséges tehenekéhez
képest, mig az AST esetében nem volt szignifikans dsszefliggés.

PAIANO és munkatarsai (2021) egy masik kutatas soran azt vizsgaltak, elére jelezhets-e a
méhgyulladas kialakulasa az ellés el6tti vérmintakbdl egyes metabolikus paraméterek
felhasznalasaval. Az el6készit6 csoportban vizsgalatba vont teheneket az ellés utan
egeszseges és méhgyulladasos csoportra osztottak. A méhgyulladasos csoportban
szignifikansan alacsonyabb volt a szérum urea, kreatinin, koleszterin és kalcium szintje, mig
magasabb az AST, GGT, fibrinogén, BHB és NEFA szintje akontrollcsoporthoz viszonyitva
(Paiano et al., 2021).

3.1.4 Méhbetegségek diagnosztizalasara szolgalé modszerek

A kulénb6z6 méhbetegségek diagnosztizalasara szamos modszer létezik. SzENCI és
munkatarsai (2015) az alabbiakat soroljak fel: rektalis tapintas, rektalis ultrahang vizsgalat,
citolégiai vizsgalat, endometridlis biopsziamintak szdvettani vizsgalata, hivelyi tapintasos
vizsgalat, vaginoszkopia és Metricheck™ (Simcro Tech Ltd., Hamilton, New Zealand). A
metritis pontrendszer egy egyszeri moddja els6sorban az akut puerperalis metritis
diagnosztizalasanak telepi kériimények kdzott, és segithet az allatorvosnak elbiralni a kezelés
szilkségességét. A rektalis testhBmérséklet, csdkkent tejtermelés, kiszaradas, kérédzés és
hivelyvaladék egy 0 és 3 kdzotti skalan kertl pontozasra (0 jelenti a normal allapotot, mig 3 a
legsulyosabb mértéki tinetet) (Williams et al., 2005; Sheldon et al., 2006). A vaginoszkopia,
citolégia, de meég az ultrahangvizsgalat is a gyakorlatban korlatozottan alkalmazhat6
nagylétszamu tejhasznu allomanyokban, mivel kifejezetten id6- és eszkdzigényesek. Az
endometritis diagnosztizalasara elfogadott moddszer az endometridlis biopsziamintak
szovettani vizsgalata. Hasonld eredményeket mutat a cytobrush technika és a méh kis
mennyiségl folyadékkal végzett atmosasa is (Dubuc et al., 2010).

MCDOUGALL és munkatarsai (2007) szerint a Metricheck™ eszk6z a hivelyvaladék egyszer(
és preciz mintavételezését teszi lehetévé, valamint érzékenyebb és specifikusabb a
vaginoszkopiahoz képest az endometritis diagnosztizalasara. A szerz6k korlatozo tényezéként
emlitették, hogy az els6ként alkalmazott diagnosztikai modszer méhdsszehuzodasokat
valthatott ki, emiatt az ugyanazon allatnal masodikként alkalmazott médszer nagyobb eséllyel
mutathatott ki gennyes valadékozast (McDougall et al., 2007). PLETICHA és munkatarsai (2009)
a vaginoszkopiat hasonlitottak 6ssze a hivelyi tapintasos vizsgalattal és a Metricheck™
eszkdzzel harom kulonbdzé csoportban, ezzel kikiszéboélve a hivelyi stimulacié okozta
esetleges félrevezetd eredményeket. Szignifikdnsan tébb tehenet diagnosztizaltak
Metricheck™ hasznalataval, mint vaginoszkdpiaval vagy hivelyi tapintasos vizsgalattal, ez
azonban nem eredményezett jobb szaporodasbiolégiai teljesitményt a Metricheck™

csoportban (Pleticha et al., 2009). DuBUC és munkatarsai (2010) szerint sok esetben a
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citolégiaval detektalt és a klinikai endometritis a gyulladas kiildénb6z6 formait mutathatja, mivel
csak a klinikai endometritisszel diagnosztizalt tehenek 36-38%-a mutatott a citoldgiai vizsgalat
soran endometritisre jellemzé képet. Egy késdbbi kutatas soran DENIS-ROBICHAUD é€s DUBUC
(2015) ezt az aranyt mar 55%-ban hataroztdk meg. Egy Uj szakkifejezés, a gennyes
hiivelyvaladék (purulent vaginal discharge — PVD) bevezetését javasoltak, mivel ez nemcsak
az endometrium, hanem a méhnyak és a hlvely gyulladasat is jelezheti (Denis-Robichaud és
Dubuc, 2015). Egy masik kutatas szerint az endometrium citoldgiai vizsgalata, akar a
cytobrush technika, akar a méh kis mennyiségi folyadékkal torténé atmosasa segitségével
egy minimalisan invaziv modszernek bizonyult, ami nem jart karos hatasokkal a késébbi
szaporodasbioldgiai teljesitményre nézve (Wagener et al.,, 2017). A szerzék a klasszikus
nevezéktan helyett szintén a PVD és a citoldgiai endometritis szakkifejezések bevezetését
javasoltak (Wagener et al.,, 2017). KELLY és munkatarsai (2020) szintén a PVD biralatot
vizsgaltak a Metricheck™ eszkdz segitségével legeldn tartott tehenekben, és hasonlitottak
O0ssze az endometritis ultrahangvizsgalat soran térténé pontozasaval. Mindkét moédszert
praktikusnak és megbizhaténak itélték, emellett egyes esetekben mas tipusu
szaporodasbioldgiai rendellenességekre (példaul magzatburok-visszamaradas és perzisztens
sargatest) is fény derilt a segitségikkel (Kelly et al., 2020).

SUN és munkatarsai (2011) kutatasuk soran egy komplex diagnosztikai médszert alkalmaztak,
melynek részét képezte fizikalis vizsgalat, valamint a hivelyvaladékbdl végzett polimeraz
lancreakcié (PCR) vizsgalat, kéntartalmu aminosavak vizsgalata és a hagyomanyos
tenyésztéses és biokémiai vizsgalatok. Az endometritist okoz6é harom fé patogénre vizsgaltak
a modszert: Staphylococcus aureus, Escherichia coli és Bacillus cereus. Ez a harom vizsgalt
izolatum pozitiv amplifikaciét mutatott, mig mas térzsek (Pasteurella spp., E. faecalis,
Streptococcus spp.) nem amplifikdlodtak a mérés soran. Az eredmények alapjan
megallapitottak, hogy a multiplex PCR-moédszer a hagyomanyos PCR-moédszernél
érzékenyebb, de specifikussaga hasonlo. Emellett gyorsabbnak és olcsébbnak is bizonyult,
mivel tobb patogén egyidejli detektalasat tette lehetévé (Sun et al., 2011). Egy masik kutatas
soran vizeletvizsgalatra kifejlesztett allatorvosi tesztcsikot hasznaltak a méhbdl mosassal
kinyert valadék vizsgalatara. Mérték a leukocyta észteraz, fehérje és pH értékeket, azonban a
vizelet tesztcsik, mint alternativ telepi diagnosztikai modszer, az endometrialis citologiai
vizsgalathoz képest 6nmagaban alkalmazva gyenge teljesitményt nyujtott, 80% alatti
szenzitivitast és specificitast irtak le (Cheong et al.,, 2012). LiMA (2020) felsorolasaban
potencialis Uj modszerek szerepelnek a méhbetegségek diagnosztizalasanak elésegitésére:
aktivitasmérdék, biomarkerek (ugymint substance P, haptoglobin, kalcium, leukocytaszam,
erythrocytaszam), immunsejt-profilozas és gépi tanulasos algoritmusok. Ezek a mar
alkalmazott diagnosztikai modszereket egészithetik ki, segithetnek a veszélyeztetett egyedek

azonositasaban és az antimikrobialis terapia sikerességének elbrejelzésében (Lima, 2020).
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Mivel szubklinikai endometritis esetében nincs valadékozas, a gold standard diagnosztikai
modszer a méh szdvettani vizsgalata. Mintavételhez alkalmazhaté modszerek k6zé tartozik a
meéhoblités, a cytobrush és a cytotape technikak (Kasimanickam et al., 2004; Kasimanickam
et al., 2005; Pascottini et al., 2015). A cytobrush és a méhdblités egyforman jol hasznalhato
maodszerek (Szenci, 2016; Van Schyndel et al., 2018). VAN SCHYNDEL és munkatarsai (2018)

vizsgaltak a leukocyta észteraz tesztcsikot, amely 6nalléan vagy mas technikakkal egyutt

alkalmazva kdénnyen hasznalhatd telepi koérlilmények kozott LE=2 (leukocyta észteraz)

hatarérték mellett. Ezzel szemben a Brix refraktometria nem volt megbizhaté a szubklinikai
endometritis diagnosztizalasara (Van Schyndel et al., 2018). BARANSKI és munkatarsai (2012)
cytobrush technikaval vettek fellileti mintakat az endometriumrol, amelyeken bakteriologiai és
citologiai vizsgalatokat végeztek. Megallapitottak, hogy a szubklinikai endometritis inkabb az
endometrium ellés utani regeneraciojaval van &sszefliggésben, mintsem a bakterialis
fert6zédéssel (Baranski et al., 2012). MCDOUGALL és munkatarsai (2011) hasonlo eredményre
jutottak, kutatasuk szerint a szaporodasbiolégiai teljesitményre nézve meghatarozébb volt a
gyulladas, mint a patogének jelenléte (McDougall et al., 2011).

A pyometra diagnosztizalhaté a méh rektalis tapintasos és/vagy ultrahang vizsgalataval. A
meéh rendellenes tartalmanak és a perzisztens sargatest jelenlétének detektalasa szilikséges

a diagnozis felallitasahoz (Szenci, 2016; Sharma et al., 2018).

3.1.5 A nemi szervek bakterialis floraja

A hivelyi mikrobiota (altalanossagban a mikrobiotaba tartoznak a baktériumok, virusok,
gombak, protozoak és egyes parazitak is) kiemelt fontossagu a tejhasznu tehenek
szaporodasbioldgiai allapota szempontjabdl. Belsé (példaul ivari ciklus, immunrendszer) és
kils6 (példaul sérulés, fertézés) tényez6k hatasara a mikrobiota folyamatosan valtozhat. A
legtobb kutatas a hively és a méh mikrobiotajahoz tartozé baktériumokat vizsgalja (Gomez et
al., 2019).

OTERO és munkatarsai (2000) 18 hoénapon keresztil vizsgaltak Uszéket az elsd
termékenyitéstiket megel6zéen. A hivelyben legnagyobb aranyban eléforduld baktériumok az
Enterococcusok és a Staphylococcusok voltak, ezeket kovette kisebb aranyban az
Enterobacteriaceae és a Lactobacillus genus. A Lactobacillusok aranya az allat koraval
aranyosan nétt (Otero et al., 2000). QUEREDA és munkatarsai (2020) szerint — az emberekkel
ellentétben — az egészséges tejhasznu Usz6k hivelyi mikrobiotajaban nem a Lactobacillus
fajok voltak a legmeghatarozdbbak. A legnagyobb aranyban elléforduld nemzetségek vagy
csaladok leirasuk szerint az Ureaplasma, Histophilus, Corynebacteriaceae, Porphyromonas,

Mycoplasma és Ruminococcaceae (Quereda et al., 2020).
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AULT és munkatarsai (2019a) egészséges, tObbszor ellett husmarhakat vizsgaltak
termékenyités el6tt, és 34 torzset, valamint 792 nemzetséget azonositottak. Azokban a
tehenekben, amelyek a termékenyités soran nem vemhesiltek, a termékenyitést megel6z6
két napban szignifikansan magasabb volt a Corynebacteriumok és Staphylococcusok aranya
(Ault et al., 2019a). Azt is leirtdk, hogy az inszeminalas el6tti valtozdas a nemi utak
mikrobiotajaban a baktériumfajok szamanak idébeli szignifikans csokkenésére utal, ez
azonban nem volt 6sszefliggésben a vemhességi statusszal (Ault et al., 2019b).
WESTERMANN és munkatarsai (2010) 230 tehén havelyi valadékabdl vettek mintat, ezeknek a
mintaknak a 19,6%-a egyaltalan nem tartalmazott baktériumokat. Ez az eredmény arra enged
kdvetkeztetni, hogy kizardlag a huvelyi nyalka elbirdlasa szamos fals pozitiv diagnézishoz
vezethet, ami felesleges, vagy nem megfelel6 kezelést eredményez. A pozitiv mintakbol
Trueperella pyogenes, Escherichia coli, koagulaz-negativ Staphylococci spp., a-hemolizaloé
Streptococci spp., Corynebacterium bovis és Bacillus fajok kertltek izolalasra (Westermann et
al.,, 2010). UDHAYAVEL és munkatarsai (2013) klinikai endometritisszel diagnosztizalt
tehenekbdl vettek mintat, e mintak 16,66%-a bizonyult sterilnek. A pozitiv mintakbdl E. coli,
Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa és Clostridium fajokat azonositottak.
In vitro antibiotikum érzékenységi vizsgalat soran a bakterialis eredetlii méhfert6zések 64%-
aban volt hatékony a ceftriaxon, ezt kévette a gentamicin, enrofloxacin és klortetraciklin az
esetek 32%-aban (Udhayavel et al., 2013).

KNUDSEN és munkatarsai (2016) szerint a méh kimosasaval nyert mintak vizsgalata
onmagaban nem elég a teljeskorl felméréshez, mivel az endometrium mikrobiotaja nem
jelenik meg benne. Osszehasonlitottak a méhoblitéssel és az endometridlis biopsziaval nyert
mintakat, a mikrobiom 6sszetétele szempontjabdl, amelyek korrelaltak egymassal, azonban
az endometrialis biopszia mintak sokkal valtozatosabbak voltak. Leirasuk szerint a
Porphyromonadaceae, Fusobacteriaceae, Leptotrichiaceae és Mycoplasmataceae csaladok
Osszefliggésbe hozhatdak a méhbetegségekkel — azonban ezek mindegyike izolalhato
egeszseges tehenekbdl is. Mind az egészséges, mind az endometritises tehenekben nagy
aranyban fordult el6 a Ruminococcaceae csalad (Knudsen et al., 2016).

Egy brazil kutatécsoport (Silva et al., 2019) 205 baktérium és 120 élesztégomba izolatumot
nyert ki 20 hushasznu szarvasmarha hivelyébél. Ezen izolatumok koézil a legnagyobb
aranyban Staphylococcus fajok és E. coli fordultak el6. Az élesztégomba koldniakat Candida
tropicalis, C. albicans és C. krusei-ként azonositottak. A Staphylococcus izolatumokat 16
kilénb6z6 antibiotikumra vizsgaltak érzékenység szempontjabdl. A legalacsonyabb
érzékenyseéget tetraciklinre és eritromicinre mutattak (46,9%), ezt kovette az amoxicillin
(65,6%) és a rifampicin (71,8%) — minden mas hatéanyag 100%-osan hatékonynak bizonyult
a kisérlet soran (Silva et al., 2019). Egy masik brazil kutatécsoport (Laguardia-Nascimento et

al., 2015) szintén 20 egészséges hushasznu szarvasmarha hlvelyébdl vett mintakat vizsgalt,
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a harom leggyakoribb torzs vizsgalatuk soran a Firmicutes, Bacteroides és Proteobacteria volt.
Szamos beazonositatlan baktériumot is talaltak, ami jelzi, hogy tovabbi kutatasokat igényel a
szarvasmarha nemi szerveiben talalhatdé mikrobiota pontos feltérképezése. Kilencbdl nyolc
nemzetség a szarvasmarha emésztérendszerében vagy bélsaraban is megtalalhato, egyedul
az Aeribacillus (Firmicutes) (a leggyakoribb) nem kerllt még korabban izolalasra az
emeésztérendszerbdl. A vizsgalat soran nem talaltak 6sszefliggést a mikrobiota 6sszetétele és
a vemhességi statusz vagy a korabbi ellések szama kozott. A gombak kdzll a szerzéknek az
Ascomycota és Basidiomycota torzseket sikerult izolalni. Az Ascomycota populacio a
vemhestulést kdvetéen csokkend aranyt mutatott (Laguardia-Nascimento et al., 2015). Ezek
az eredmények megegyeznek CHEN és munkatarsai (2020) eredményeivel, akik szintén a
Firmicutes, Proteobacteria és Bacteroidetes torzseket izolaltak legnagyobb aranyban. Ez a
kutatécsoport nem talalt szignifikans kilénbséget az res és a termékenyitett tehenek hivelyi
mikrobiotaja kézott (Chen et al., 2020). Szintén hasonlé eredményre jutottak SWARTZz és
munkatarsai (2014) is, akik legdominansabb baktériumtérzsként a Bacteroidetes,
Fusobacteria és Proteobacteria harmast emlitették.

A tehenek méh- és hivelyi mikrobiomjanak Osszetétele dinamikusan valtozik az ellést
kévetden. Az egészséges tehenekben hamarabb kialakul egy valtozatosabb méhfléra, mig
azoknal a teheneknél, amelyeknél a késébbiekben méhbetegséget diagnosztizaltak,
jellemzébb volt a kevésbé valtozatos meéhfléra néhany dominans baktériumcsoporttal
(Miranda-CasoLuengo et al., 2019). JEON és munkatarsai (2015) szerint az ellés utani 2. napon
a Bacteroidetes és Fusobacterium fajok mar nagyobb aranyban fordulnak el6 a késébb
méhgyulladassal diagnosztizalt tehenekben, és ez a kulonbség a 4-8. nap kozott meég
kifejezettebbé valik. TASARA és munkatarsai (2023) viszont csak az ellést kévetd 7-10. nap
kozott talaltak szignifikans kilénbséget az egészséges és méhgyulladasos tehenek méhének
mikrobialis Osszetételében a fajgazdagsag és alfa-diverzitds tekintetében. WANG és
munkatarsai (2018) az ellés utani 30. napon vizsgaltak klinikai endometritisszel diagnosztizalt
teheneket, esetlikben a Fusobacterium fajok megndvekedett aranyat, valamint a Trueperella
és Peptoniphilus fajok jelenlétét irtak le. Szubklinikai endometritis esetén azonban az ellést
kévetd 30. napon nem volt jellemzé az ismert méhpatogének jelenléte, és a méh kimosasaval
nyert mintakra a Lactobacillus és Acinetobacter fajok tulsulya volt jellemz6 (Wang et al., 2018).
BICALHO és munkatarsai (2017a) kutatasa hasonlé eredményre jutott, szintén a Fusobacterium
fajok megndvekedett aranyat, valamint a Trueperella fajok jelenlétét irtak le az ellést kdvetéen
25-35 nappal klinikai endometritisszel diagnosztizalt tehenekben. Tovabb erdsitik ezeket az
eredményeket PASCOTTINI és munkatarsai (2020) is, akik az ellés utani 35. napon végeztek
vizsgalatokat. A Kklinikai endometritisszel diagnosztizalt tehenekben kevésbé valtozatos

baktériumflorat irtak le, amelyre a Bacteroidetes és Fusobacterium fajok tulsulya volt jellemzé.
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A szubklinikai endometritisszel diagnosztizalt tehenek mikrobiotaja az egészséges
tehenekéhez volt hasonlé (Pascaottini et al., 2020).

Erdekes ellentétet mutat a fentiekben bemutatott eredményekkel WANG és munkatarsai (2016)
kutatasa a hivelyi flérara vonatkozéan. Az egészséges tehenek hlvelyi baktériumfléraja
kevésbé volt valtozatos Osszetételll az endometritises tehenekhez viszonyitva, amelyeknél
nem volt megdfigyelheté dominans baktériumfaj (Wang et al., 2016). Mas kutatasok azonban
az E. coli (Gonzalez Moreno et al., 2020), Histophilus spp. (Rodrigues et al., 2020; Kudo et al.,
2021), Mogibacterium spp. (Kudo et al., 2021), Bacteroides spp. (Bicalho et al., 2017b;
Rodrigues et al., 2020), Fusobacterium spp. (Bicalho et al., 2017b) és Proteobacterium fajok
(Bicalho et al., 2017b) megndvekedett aranyardl szamolnak be a beteg tehenek huvelyi
mikrobiomjaban. Ugy tiinik, hogy a tdbbszér ellett tehenek valtozatosabb dsszetétell hiivelyi
(Quadros et al., 2020) és méh (Pascottini et al., 2021) mikrobiotaval rendelkeznek a kisebb

ellésszamu teheneknél.

3.1.6 Méhbetegségek megel6zése

Az allatok egészsége és a telep gazdasagos miikdédése szempontjabdl is elényds, ha a
kezelés helyett inkabb a betegségek megel6zésére helyezik a hangsulyt. Az ellés kézben és
utan jellemzé fert6zésveszély és stressz csdkkenthetd a tagas, tarsaktol szeparaciét biztositd
és tiszta elleté boxokkal. Az anyagcsereproblémak, hianybetegségek és koros testkondicio-
alakulas megel6zésére a vemhesség és korai laktacié idején alkalmazott megfelel®
takarmanyozas nyujthat megoldast. Fontos a telepi dolgozdk oktatasa a rizikopaciensek korai
felismerésével és az ellési segitségnyujtas biztositasaval kapcsolatban, az ellés idejére
jellemzd hajlamositd tényez6k kockazatanak csokkentése érdekében. Szintén elényds lehet
szexalt sperma hasznalata, a kisebb méreti Uszéborjak esetén ugyanis alacsonyabb az ellési
komplikaciok aranya a nagyobb méretl bikaborjakhoz viszonyitva. A korai laktacio elsé
napjaiban szigoru megfigyelés sziikséges, ami lehetévé teszi az egyes betegségek tlineteinek
gyors észlelését, ezaltal még a probléma sulyosbodasat megel6z6 beavatkozasokat (Galvao,
2013; Sheldon et al., 2020).

3.1.7 Méhbetegségek kezelése

3.1.7.1 Gyogyszeres kezelési lehetéségek

Az endometritis (mind a klinikai, mind pedig a szubklinikai forma) kezelése nem szamit
slirg6sségi esetnek, azonban nagyon fontos a tehén szaporodasbioldgiai teljesitménye
szempontjabdl. Az endometritis spontan is gyogyulhat, ha az ivari ciklus soran a méh sikeresen
fel tud tisztulni. A metritis ezzel szemben akar szisztémas kezelést is igényelhet az allat
egészségi allapotanak helyreallitasa érdekében (Pulfer és Riese, 1991). A metritis kezelési

protokollok altalaban kombinacidoban tartalmaznak antibiotikumokat, nem-szteroid
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gyulladascsdkkentéket és hormonokat, beleértve a méhdsszehuzddast serkentd
hatéanyagokat. A leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok a tetraciklin, amoxicillin,
ampicillin, szulfonamid (gyakran trimethoprimmel kombinacioban), cefapirin, ceftiofur és
benzilpenicillin-prokain. Az antibiotikum megvalasztasanak szempontjai kdzé tartoznak a jogi
szabalyozasok, a Gram negativ és anaerob baktériumokkal szembeni hatékonysag, a
betegség tipusa és sulyossaga, valamint az alternativ kezelési lehetéségek (Silva et al., 2021).
A leggyakrabban alkalmazott nem-szteroid gyulladascsokkenték koézé tartozik a flunixin-
meglumin, ketoprofen, karprofen és meloxicam. A hormonok és uterotonikumok kdzé tartozik
az oxitocin, ami az ellés utani elsé néhany (maximum 72) éraban hasznalhato, ezen idéablak
leteltét kdvetben az ellés utani harmadik naptdl prosztaglandin F2a (PGF2a) alkalmazhato
(Negasee, 2020; Po6th-Szebenyi et al., 2021). A PGF2a fogékony sargatest jelenlétében
ivarzast kivaltd hatassal rendelkezik, ha az involucié soran helyreall a petefészkek ciklikus
mikodése. Az ivarzas elGsegiti a baktériumok és gyulladasos melléktermékek kitisztulasat a
meéhbdl (Galvao et al., 2009). Habar GALVAO és munkatarsai (2009) szerint a PGF2a kezelés
nem csodkkentette a szubklinikai endometritis el6fordulasi aranyat a vizsgalt idépontokban (az
ellést kdvetd 21., 35. és 49. napon), javitotta a vemhesilési aranyt és a kis kondiciéponttal
rendelkezd tehenek vemhesilési esélyét. Mas kutatok azonban vitatjak, hogy a PGF2a
kezelésnek lehet-e minden esetben jotékony hatasa, példaul az ellést kdvetd elsé egy
hénapos idészakban, vagy ha nincs kitapinthaté sargatest (Szenci, 2016).

A metritis kezelhet6 intravénas folyadékterapiaval, kalcium- és energiakiegészitéssel is
(Szenci, 2016). A prognozis a tunetek sulyossagatél fugg (Szenci et al., 2015).

Vita targyat képezi az antibiotikumok intrauterin vagy szisztémas alkalmazasa. Biztato
eredményeket értek el kutatok cefapirin (McDougall, 2001), kidrtetraciklin (Goshen és Shpigel,
2006) és dextroz (Brick et al., 2012) intrauterin hasznalataval. Egy indiai kutatocsoport 5
kldnb6z6 intrauterin kezelést (antibiotikumos és/vagy alternativ) hasonlitott 6ssze egy kontroll
csoporttal. Bar az els6 termékenyitésre tortén6 vemhesulés esélyét leghatékonyabban a
Lugol-oldattal torténd kezelést 24 oraval kdveté E. coli LPS (lipopoliszacharidok) beadas
novelte,a szerz6k ebben a csoportban a méhnyak-hlvely tertletén rendellenes nyalkat talaltak
a tehenek 40%-anal (Honparkhe et al., 2017). Mas kutatok szerint viszont az intrauterin
kezelés irritalhatja a méh nyalkahartyajat és a hatéanyagok alig érik el a mélyebben helyez6dé
szovettani rétegeket és az egyéb nemi szerveket, ezaltal nem elénydsek a kezeletlen kontroll
csoporthoz képest (Shams-Esfandabadi et al., 2004; Szenci et al., 2015; P6th-Szebenyi et al.,
2021).

HAIMERL és munkatarsai (2017) kutatasa szerint a leggyakrabban alkalmazott antibiotikummal,
a ceftiofurral térténé kezelés szignifikdnsan csékkentette a metritis el6fordulasi aranyat.
Jollehet az orszagonként gyakran eltér6 jogi szabalyozas miatt lehetetlen vilagszinten

érvényes, altalanos kezelési gyakorlatot meghatarozni, a ceftiofur Eurépaban és az Amerikai
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Egyesiilt Allamokban is elfogadott hatéanyag a puerperalis metritis kezelésére 6t egymast
koveté napon keresztiil. A ceftiofur hasznalata raadasul nem jar tejre vonatkozé élelmezés
egészségiigyi varakozasi idével (EEVI). A zoonotikus organizmusok egyre terjedé antibiotikum
rezisztencigja miatt vilagszerte né az igény az antibiotikumok korultekinté hasznalatara
élelmiszertermeld allatok esetén. Minden betegség esetében, beleértve a nemi szervek
betegségeit is, létfontossagu a megfelelé6 hatdéanyag kivalasztasa, és optimalis ddzisban,
valamint ideig tartd alkalmazasa. Ily médon a mellékhatasok és a rezisztens torzsek iranyaba
mutatd szelekciés nyomas kockazata minimalizalhato. A ceftiofur példaul, ami a metritis
kezelésére leggyakrabban hasznalt hatéanyag, egy harmadik generacios cefalosporin, és mint
olyan, a sulyostol az életveszélyesig terjed6 human fert6zések kezelésében kiemelt
jelentéséggel bir. A ceftiofurt kapcsolatba hoztdk a ceftriaxonnal szembeni rezisztencia
kialakulasaval, amely hatéanyag kizarélag a human gyégyaszatban alkalmazhatoé (Haimerl és
Heuwieser, 2014; Jeon et al., 2018). HAIMERL és HEUWIESER (2014) leirasa alapjan a ceftiofur
kezelés nem eredményezi a szaporodasbioldgiai teljesitmény javulasat, habar klinikailag
egyértelm( a kedvezd hatas. A méhpatogének, mint példaul az E. coli, kilénb6z6 antibiotikum
rezisztencia géneket hordozhatnak, és akar multirezisztensek is lehetnek, beleértve a
ceftiofurral szembeni rezisztenciat (Ma et al., 2018).

Nagy sziikség van Osszehasonlité tanulmanyokra kilénb6z8d antibiotikumok és alternativ
kezelési lehetéségek kozott. Ritka példa erre JEON és munkatarsai (2018) kisérlete, akik a
ceftiofurt hasonlitottak 0Ossze az ampicillinnel és a kezeletlen kontroll csoporttal.
Megallapitottak, hogy kezelési csoporttdl figgetlenll a méh mikrobiotaja az ellést kovetden az
id6 elérehaladtaval homogénebbé valt, de a ceftiofur kezelés mellett ezek a valtozasok az ellés
utani elsé hat napban gyorsabban kévetkeztek be. A Bacteroidetes torzs aranya szignifikansan
nétt a ceftiofur kezelés hatasara, mig az ampicillin kezelés hatésara és kezelés hianyaban
nem valtozott. Ez arra utal, hogy a Bacteroidetes t0rzs rezisztensebbnek tlnik a ceftiofurral
szemben, tehat uj, hatékonyabb kezelési mddokkal javithatdo lenne a metritis sikeres
kezelésének aranya (Jeon et al., 2018). Merenda és munkatarsai (2020) is az ampicillinnel
hasonlitottak 6ssze a ceftiofurt, és arra a megallapitasra jutottak, hogy a ceftiofur csdkkenti a
rektalis testhémérsékletet, de az ampicillinhez képest elséborjas tehenekben cstkkentette a
vemhesulési aranyt, és novelte a vemhesllésig eltelt median idét. Az ampicillin kezelés
esetében viszont a ceftiofurhoz viszonyitva magasabb volt a gennyes hivelyvaladék és a
citolégiaval igazolt endometritis eléfordulasi aranya (Merenda et al., 2020).

LIMA és munkatarsai (2019) a ceftiofur és ampicillin kezelés gazdasagi hatasat vizsgaltak
metritises teheneken. Az elemzés soran figyelembe vették a kezelés Kkoltségét, a
szaporodasbioldgiara gyakorolt hatast, az EEVI miatt megsemmisitett tejmennyiséget, a nulla
Oras varakozasi id6 (ceftiofur esetében) miatt eladhaté tejmennyiséget és a betegség miatti

selejtezést. Arra a megallapitasra jutottak, hogy a két hatdéanyag kozoétt nincs szignifikans

24



kilénbség a tulélési arany, szaporodasbiologiai teljesitmény, vagy a betegség okozta
koltségek tekintetében (Lima et al., 2019).

Bar a metritis kezelésében a ceftiofur és mas antibiotikumok klinikailag hatékonyak, az
antibiotikum-rezisztencia ndvekvé problémaja és a szaporodasbioldgiai teljesitményre
gyakorolt korlatozott hatasuk miatt szikség van Uuj, alternativ kezelési moddszerek

kifejlesztésére és 6sszehasonlitd vizsgalatokra.

3.1.7.2 Alternativ kezelési lehetdségek, kiilonos tekintettel a probiotikumokra

Az elmult években néhany kutatas biztatdé eredményekkel zarult az 50%-o0s dextréz oldat és
kilénb6z6 proteolitikus enzimek (tripszin, kimotripszin, papain) oldatainak terapias
hatékonysagaval kapcsolatban, mint alternativ kezelési lehetéségek. Azonban az eredmények
egyelére nem teljesen konzisztensek, igy tovabbi vizsgalatokat igényel ezen hatéanyagok
pozitiv hatasanak igazolasa (Drillich et al., 2005; Brick et al., 2012; Kern et al., 2018; Lima,
2020. A leggyakoribb baktériumokkal szembeni vakcinazast is vizsgalni kezdték, mint
lehetséges alternativ kezelési modot. Inaktivalt bakterialis részecskéket és/vagy fehérje
alegységeket tartalmazé szubkutan vakcinak egy kisérlet soran szignifikansan csékkentették
elsBborjas Usz6kben a puerperalis metritis eléfordulasi gyakorisagat és ezzel javitottak a
szaporodasbioldgiai teljesitményt (Machado et al., 2014). Mas kutatasok a teljesség igénye
nélkil az alabbiakat vizsgaltak valtozé sikerrrel: probiotikumok (Lima, 2020; Barreto et al.,
2021), bakteriofagok (Lima, 2020), acetilszalicilsav (Barragan et al., 2021) és akupunktura
(Pinedo et al., 2020). Ezeken a teruleteken tovabbi vizsgalatok szikségesek.

A probiotikumok hasznalata egy Uj és igéretes kutatasi terulet a méhbetegségek megel6zése
és kezelése érdekében. A probiotikum definicidja, az Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi
Vilagszervezet és az [Egészségugyi Vilagszervezet allasfoglalasa alapjan ,él6
mikroorganizmus, amely a megfelelé adagolas mellett j6tékony hatassal bir a gazdaszervezet
egészségeére” (FAO és WHO, 2001). Ezt a definiciét egy szakért6i csoport is megerésitette
minimalis nyelvtani valtoztatasokkal, valamint kiegészitette tovabbi javaslatokkal (Hill et al.,
2014). Mind emberekre, mind pedig allatokra vonatkozik a definicio, és a probiotikumnak
tulajdonithaté pozitiv hatasok az emésztérendszeren kivil is érvényesiilhetnek, azonban az
alkalmazas soran a készitményben megfelel6 mennyiségi él6 mikroorganizmus biztositasa
szikséges (FAO és WHO, 2001).

A probiotikus hatas szamos kilonb6zé mechanizmusat az 1. abra mutatja be. Ezek kdzé
tartozik az epithel sejtek védéfunkcidjanak noévelése a sejtkapcsold strukturak, tight junction-
Ok kialakitasaban szerepet jatszd gének expresszidjanak fokozasaval; biofilm kialakitasa a
nyalkahartyan; immunmodulacio; kompeticidé a koétéhelyekért és a patogének sejthez

kotédésének megakadalyozasa; kompeticié a tapanyagokért; antimikrobialis anyagok
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termelése (bakteriocin, szerves savak, antimikrobialis fehérjék, enzimek, hidrogén-peroxid -

H20,, szén-dioxid) valamint az optimalis hivelyi pH fenntartasa (Rosales és Ametaj, 2021).
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1.abra: Probiotikus baktériumok kilénb6z6 védekezd mechanizmusai a tehenek hiivelyében
az elléskordli idészakban. A piros nyilak gatld, mig a zdld nyilak stimulalé hatast jeleznek.
Réviditések: EC: epithel sejt; TJ: tight junction; BF: biofilm; PB: patogén baktérium; COMP: kompeticio
esszencialis tapanyagokért; AMC: antimikrobialis anyagok termelése; DC: dendritikus sejtek; T: T-
lymphocyték; B: B-lymphocytak; P: plazmasejtek; MP: makrofagok; TLR: toll-like receptorok.

Ezidaig a legintenzivebben kutatott, potencialisan intravaginalisan probiotikumkeént
alkalmazhatd baktériumcsoport a tejsavbaktériumok (LAB) csoportja. Ez egy kilénbdzé
rendszertani kategoriakba tartozé, Gram-pozitiv baktériumokbdl alld, sokszini csoport. Kdzos
tulajdonsaguk, hogy a szénhidratfermentacio elsédleges végtermékeként tejsavat termelnek.
OTERO és munkatarsai (2006) 76 Lactobacillus térzset és 7 Streptococcus torzset izolaltak
egészséges Uszbk és felnbtt tehenek hivelyébdl. Ezt kdvetden in vitro kisérletek soran
vizsgaltak az izolalt térzsek potencidlis probiotikus hatasat. Azt allapitottdk meg, hogy a
torzsek tébbsége képes volt gatolni az E. coli szaporodasat, viszont csak néhany térzs mutatott
gatlo hatast a T. pyogenes-el szemben (Otero et al., 2006). Két évvel késébb mar 82
Lactobacillus térzset tudtak izolalni szarvasmarhak hiivelyébdl, és vizsgaltak ezen tdzsek
antagonista anyagokat termel6 képességét és fellleti jellegzetességeit. Harom térzs bizonyult
a legigéretesebb jeldltnek tovabbi vizsgalatokban valé részvételre, ezek az alabbiak:
Lactobacillus gasseri CRL1412 és CRL1421, valamint Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii CRL1461 (Nader-Macias et al., 2008).
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GENIS és munkatarsai (2016; 2017a) in vitro vizsgalatnak vetettek ala négy LAB fajt, és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az alabbi harom képes potencialisan gatolni az E. coli fertézést:
Pediococcus acidilactici (89,7%-kal csdkkent mértékl E. coli fertézés), Lactobacillus sakei
(87%-kal csokkent mértékli E. coli fert6zés) és Lactobacillus reuteri (73,5%-kal csdkkent
mértékl E. coli fertézés). Azonban amikor a fertézést gyulladassal kombinaltak, csak a P.
acidilactici és L. reuteri mutatott potencialis fert6zéscsokkentd hatast (maximum 83%-os
csokkentés). Az egyedi vizsgalatok utan kombinacids kisérleteket is végeztek. In vitro
kérilmények kozott az E. coli fertézés (E. coli telepek szama 95,1%-kal csokkent) és
endometrialis gyulladas (az E. coli fertézés mértéke 89,78%-kal csdkkent) csokkentésében
leghatékonyabb kombinacio a kdvetkezd volt: 25x L. rhamnosus + 25x P. acidilactici + 2x L.
reuteri (Genis et al., 2016; Genis et al., 2017a). LIU és munkatarsai (2016) szintén in vitro
kériimények kozott vizsgaltak a L. rhamnosus hatasat az E. coli fertézéssel szemben. Arra az
eredményre jutottak, hogy a L. rhamnosus-al végzett el6kezelés potencialisan csdkkentheti az
E. coli fertbzésre adott gyulladasos valaszt és kdévetkezményes endometrium karosodast
szarvasmarha eredetli epithel sejteken (Liu et al., 2016).

WANG és munkatarsai (2013) kutatasanak kézéppontjaban a P. acidilactici allt. Enterococcus,
Lactobacillus és Pediococcus izolatumokat nyertek ki egészséges és méhgyulladasos
tehenekbdl, és leirtak a hivelynyalka bakterialis terheltségének névekedését az ellés utani
idészakban. A méhgyulladasos tehenek hivelyi mikrobiotajanak dominans baktériumfaja az
E. coli volt, igy ezzel szemben tesztelték kilénbdzé baktériumtdrzsek gatlé hatasat. Két P.
acidilactici (FUA3138 és FUA3140) izolatum termelt bakteriocint, pontosabban pediocin
AcH/PA-1-t. Referencia térzsnek a P. acidilactici FUA3072-t hasznaltak, mivel ennek a
jellemzd tulajdonsagait korabbi kutatasok mar feltérképezték (Wang et al., 2013).

RODRIGUEZ és munkatarsai (2011) tejhasznu és hushasznd szarvasmarhak huvelyi
mikroflérajanak tejsavbaktériumait vizsgaltak, és a fakultativ heterofermentativ csoportot
talaltak legdominansabbnak. A leggyakrabban el6fordulé faj a L. plantarum volt. Az obligat
homofermentativ csoport legnagyobb aranyban eléforduld tagja a L. acidophilus volt. Az
obligat heterofermentativ csoportot kizarélag a L. brevis képviselte (Rodriguez et al., 2011).
NIU és munkatarsai (2019) a Lactobacillus SQ0048 torzset vizsgaltak, és leirtak a géneket és
mechanizmusokat, amelyek részt vesznek a gazdasejtekhez t6rténé kapcsoldédasban és a
patogének inhibicidjaban, beleértve az interleukin-17 jelatviteli utat, valamint az antigén
feldolgozas és prezentacié folyamatat. GARCIA-GALAN és munkatarsai (2020) leirtak a
Lactobacillus fajok pH csodkkentd hatasat in vitro koérilmények kozott a szarvasmarha
hivelynyalkahartyajan, megfelel6 probiotikus baktériumkoncentracié mellett.

GOHIL és munkatarsai (2023) kutatasaban a Pediococcus pentosaceus-t és a
Lactiplantibacillus plantarum-ot vizsgaltak in vitro kériimények kozott. Kedvezé hatasként irtak

le a savtermelé képességet, zsirsavak és exopoliszacharidok elBallitasat, hidrofob
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tulajdonsagot, a patogének kompetitiv gatlasat, antimikrobialis aktivitast, bakteriocin szer(
anyagok termelését Escherichia coli és Staphylococcus aureus-szal szemben, valamint hogy
nem mutattak hemolitikus aktivitast és virulencia gének jelenlétét sem tudtak igazolni
esetikben (Gohil et al.,, 2023). BORGES ES TEIXEIRA (2014) szintén a Pediococcus
pentosaceus-t vizsgaltdk, és arra voltak kivancsiak, hogy intravaginalis, alacsony pH-ju
folyadék vagy gél allagu készitményben eltarthaté-e a baktérium. PH 4,2 és 6,5 kdzott 4°C
hémérsékleten maximum 13 hétig tudtak életképes sejteket mérni, viszont a bakteriocin
termeléshez kotheté antimikrobialis aktivitas a tarolas soran csokkent (Borges és Teixeira,
2014).

A potencialisan probiotikus hatasu baktériumokkal végzett in vitro kisérleteket az 1.tablazat

foglalja 6ssze.
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1.tablazat /n vitro kutatasokban alkalmazott probiotikus térzsek

Toérzs Faj Eredet Hatasok Irodalom

Bar a legtdbb térzs savtermeléssel

76 Lactobacillus spp. torzs B gatolta az E. coli szaporodasat, csak
. szm huvely 111
7 Streptococcus spp. torzs néhany volt képes a T. pyogenes
gatlasara.

82 Lactobacillus t0rzs;
95% termelt H202-t, tdbb mint 80%

termelt tejsavat, egyik torzs sem

Lactobacillus fermentum

L. gasseri CRL1412,

L. gasseri CRL1421,

L. delbrueckii subsp. delbruecki

szm | hiivelykenet [termelt bakteriocint. A kilon felsorolf 103
izolatumok gatoltak az E. colivagy a T.

lpyogenes szaporodasat.

CRL1461
Gyulladas jelenlétében az E. coli
fert6zés gatlasa.
Pediococcus acidilactici CECT| A leghatékonyabb kombinacié: 25x L.
5915, rhamnosus + 25x P. acidilactici + 2x L.
baktériumtoérzs-
L. sakei DSM 20100, szm reuteri az E. coli  fertbézés| 48,49
) gyljtemeény
L. reuteri DSM 20016, csokkentésére a bazalis szovet
L. rhamnosus CECT 278 gyulladasa mellett vagy annak
hianyaban is, a csak egy LAB torzset
tartalmazo preparatumokkal szemben.
Csokkenti a gyulladasos reakciot az E.
Lactobacillus rhamnosus GR-1, baktériumtorzs-icoli fert6zéssel szemben, ezaltal 9%
szm
ATCC 55826 gyljtemény |kevésbé karosodnak az endometrium
epithel sejtjei.
Pediococcus acidilactic Bakteriocin termelése az E. coli-val
szm | hdvelykenet 177
(FUA3138 and FUA3140) szemben.
L actobacillus spp. (elsésorban
L. plantarum, és L. rhamnosus, } B .
szm | hivelydblités [29-b6l 13 torzs termelt H202-. 134

L. curvatus, L. delbruecki

delbrueckii, L. acidophilus)

Adhézié a gazdaszervezet sejtjeihez
(endoplazmatikus retikulum fehérje-
Lactobacillus térzs SQ0048 szm hively feldolgozo6 tevékenysége), interleukin{ 107

17 jelatviteli ut (patogének inhibicioja,

antigén feldolgozas és prezentacio).

szm: szarvasmarha
Helyhiany miatt a forrasok szamozva szerepelnek a tablazatban, a szamozas megfelel a

Jelenlegi hivatkozas szamozasnak.
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Az in vitro kisérleteket kdvetéen mar néhany in vivo vizsgalat is elvégzésre kerllt, ezeket a 2.
tablazat foglalja 0ssze. Egy kutatécsoport harom baktériumtdrzs — L. sakei FUA 3089, P.
acidilactici FUA 3140 és FUA 3138 — kombinaciojat alkalmazta intravaginalisan tehenekben
heti egy alkalommal, az ellés el6tti 2. héttél az ellés utani 4. hétig A LAB kombinacio az ellést
kovetd 3. héten csdkkentette a gennyes hlivelyvaladék eléfordulasi aranyat, valamint a szérum
haptoglobin (gyulladasos marker) koncentraciot az ellés utani 2. és 3. héten. A kezelt
csoportba tartozo tobbszor ellett tehenek a kontroll csoporthoz képest nagyobb tejtermelést
értek el, ez a kiilénbség azonban elséborjas tehenek esetén nem volt megfigyelhetd (Ameta;j
et al., 2014). Ugyanezt a LAB kombinaciét vizsgaltdk egy masik kisérlet soran is, az egyik
csoportban az ellés elétt 2, illetve 1 héttel, a masik csoportban pedig az ellés elétt 2, illetve 1
héttel, majd az ellés utan 1 héttel. Az eredmények arra utalnak, hogy az intravaginalis LAB-
kezelés csokkentheti a metritis el6fordulasi aranyat és a lipopoliszacharid-kété fehérjék
szérumkoncentraciojat (Deng et al., 2015a). Mindkét kezelési csoport esetén tapasztalhato
volt a méhszarvak és a méhtest kisebb mérete a kontroll csoporthoz viszonyitva az ellést
kévetd 14. napon. A csak az ellés el6tt kezelt csoportba tartozé tehenek hamarabb
Ujravembhesiiltek, az ellés utan is kezelt csoport viszont ebben a tekintetben nem kiilénb6zott
a kontroll csoporttél (Deng et al., 2015b). Ezt a kisérleti elrendezést az intravaginalis LAB
kezelés tejtermelésre gyakorolt hatasanak vizsgalatara is felhasznaltak. Az eredmények
szerint mindkét kezelési csoport tobbszér ellett tehenei nagyobb tejtermelést és jobb
takarmanyhasznosité képességet mutattak, mint a kontroll csoport — hasonléan egy masik
kutatas eredményéhez (Ametaj et al., 2014) -, emellett az ellés utan is kezelt elséborjas
tehenek szintén magasabb tejtermelést értek el, mint a kontroll csoportba tartozé tarsaik (Deng
et al., 2016).

Mas kutatasok a L. rhamnosus CECT 278, P. acidilactici CECT 5,915 és L. reuteri DSM 20016
kombinacidjat vizsgaltak. Az ellés el6tti 3. héttl megkezdett heti kétszeri intravaginalis kezelés
csOkkentette a metritis elé6forduléasi aranyat, mig az ellés masnapjan intrauterin alkalmazott
egyszeri kezeléssel nem értek el ilyen hatast. Mindkét kezelési mod csdkkentette a vérben
mérhet6 neutrofil génexpressziét (Genis et al.,, 2017b; Genis et al.,, 2018). YANG és
munkatarsai (2021) tejsavbaktériumokon végzett kisérletlik alapjan arra kdvetkeztettek, hogy
a kezelési modszerlk alternativat jelenthet az antibiotikumokkal végzett kezelésekkel
szemben, mivel a legtdbb beteg tehén visszanyerte normal fizioldgias allapotat a LAB kezelést
kévetden. A Lactobacillus fajok harom alapvetd mechanizmussal rendelkeznek a
patogénekkel szemben. Megakadalyozzak a patogének adhézidjat a gazdaszervezet epithel
sejtieihez. Normal pH szintet tartanak fenn a hlvelyben, ami gatolja a patogének
szaporodasat. A Lactobacillus fajok antibakteridlis anyagokat is termelhetnek, amelyek

koézvetlenll vagy kdzvetetten a patogének pusztulasat okozhatjak (Yang et al., 2021).
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PETER és munkatarsai (2018) L. buchneri-t juttattak egészséges és szubklinikai
endometritisszel diagnosztizalt tehenek méhébe. Mindkét csoport szaporodasbiologiai
teljesitménye javult mar egyszeri kezelés hatasara is. Ezt az eredményt a L. buchneri helyi
immunvalaszt és védekezd mechanizmusokat serkent6 hatasanak tulajdonitottak (Peter et al.,
2018). A legujabb in vivo kutatasok szintén a méhfert6zések alacsonyabb el6fordulasi aranyat,
hatékonyabb méh involuciét, fokozottabb termékenységet, az ivarzasindukciés napok
szamanak csokkenését és a vemhesulési arany ndvekedését irtak le szarvasmarhaban (El-
Garhi és El-Bordeny, 2019; Madureira et al., 2023).

GOHIL és munkatarsai (2023) kutatdasaban a Pediococcus pentosaceus-t és a
Lactiplantibacillus plantarum-ot kombinacidban vizsgaltak in vivo korulmények kozott, klinikai
endometritisszel diagnosztizalt bivalyok kezelésére. A kontroll csoporthoz képest, akik csak
steril séoldatot kaptak, szignifikdnsan kevesebb idd telt el a kezeléstél a normal ivarzasig. A
vemhesulési aranyra azonban a kezelés nem volt hatassal (Gohil et al., 2023).

A potencialisan probiotikus hatasu baktériumokkal végzett in vivo kisérleteket a 2.tablazat

foglalja 6ssze.
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2.tablazat /n vivo kutatasokban alkalmazott probiotikus torzsek és a nemi utakban kifejtett

hatasuk
Toérzs Faj Célpont Hatasok Irodalom
Méhfert6zések és gennyes
huvelyvaladékozas alacsonyabb eléforduldsi
L. sakei aranya, hatékonyabb helyi és szisztémas
FUA 3089 } immunvalasz. A tdbbszor ellett tehenek
] o hively, ellés . i ] i 17,30, 31,
Pediococcus acidilactici | szm megnovekedett tejtermelése jobb és
el6tt és utan 46
FUA 3140 takarmanyhasznosité képessége. A szérum
P. acidilactici FUA 3138 haptoglobin koncentraci6 csokkenése. A
szérum progeszteronszint ndvekedése és a
petefészkek gyorsabb ciklusba lendilése.
L. rhamnosus CECT 278
hvely, . .
P. acidilactici CECT 5915 szm llés elétt Csokkent metritis el6fordulasi arany. 32
ellés eld
L. reuteri DSM 20016
L. rhamnosus CECT 278 ]
havely, Csokkent  mennyiségi E. coli az
P. acidilactici CECT 5915 szm ) 51
ellés elétt  |lendometriumban ex vivo.
L. reuteri DSM 20016
A helyi immunvélasz stimulalasa. Az elsd
termékenyitésre vemhesUld tehenek
méh, ellés utan
L. buchneri DSM 32407 | szm magasabb aranya. Szédmos pro-{ 121
24-30 nappal o
inflammatorikus faktor endometrialis mRNS
expresszidjanak csokkenése.
hively, ellés i .
L. plantarum KUGBRC Ivarzasindukcios napok szamanak
utan, klinikai N |
P. pentosaceus bivaly csOkkenése, endometritis el6fordulasi 53
endometritis
GBRCKU . aranyanak csdkkenése.
eseten
L. rhamnosus hiivel Csokkent metritis el6forduldsi arany és
Gvely,
P. acidilactici szm Y megnovekedett vemhestilési arany tébbszor 93
ellés el6tt
L. reuteri ellett tehenekben.
L. farraginis NRIC 0676 . Méhfert6zések alacsonyabb el&fordulasi
hively, ellés . ) ] o L o
L. rhamnosus NBRC szm aranya, javuld mértékiT meéh involucio, 38

3425

elétt és utan

megnovekedett termékenység.

szm: szarvasmarha

Helyhiany miatt a forrasok szamozva szerepelnek a tablazatban, a szamozas megfelel a

Jelenlegi hivatkozas szamozasnak.
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STYKOVA és munkatarsai (2014) 5 olyan torzset is izolaltak (L. bilichneri 5K és 24S8, L.
mucosae 29S8, 9/K és 5/Kb), amelyek igéretes jeldltek lehetnek in vivo vizsgalatokban valé
részvételre, mint nemi szervi probiotikumok. Ezek a torzsek H.O.-t és tejsavat termeltek,
emellett kapcsolédtak a hilvelyi nyalkahartyahoz (kivéve a L. bichneri 24S8). Harom
méhpatogénnel szemben is gatlé hatast mutattak: Trueperella pyogenes, Fusobacterium
necrophorum és Gardnerella vaginalis (Stykova et al., 2014).

A baktériumok tulélé képessége a hiivelyben és a méhben szamos tényezétél figg, beleértve
a fiziolégias pH viszonyok elviselését. CLEMMONS és munkatarsai (2017) 30 tehén
bevonasaval végeztek vizsgalatokat. A hlvelynyalka pH szintje 6,15 és 7,44 kozotti volt,
atlagosan 6,69+0,14. A méhnyalkahartyan mért pH szint 5,62 és 6,52 kozotti volt, atlagosan
6,061£0,09 (Clemmons et al., 2017). SWARTZ és munkatarsai (2014) 20 tehén részvételével
végeztek hivelyi pH méréseket. A hlvelynyalka pH szintie 6,5 és 8,7 kozott valtozott,
atlagosan 7,3+0,63-nak mérték (Swartz et al., 2014). Nagyobb szamu tehén bevonasaval
végzett méréseik soran BECKWITH-COHEN és munkatarsai (2012) nem talaltak 6sszefliggést a
hivelyi pH érték és a laktaciés napok szama kdzott. A tobbszor ellett tehenek median pH
értéke stabilan 7,50 volt, mig az Uszdk ellés elétti median pH értéke 7,25-rél az ellés utani elsd
héten 7,75-re emelkedett, majd szintén 7,50-es median pH értéken stabilizalddott (Beckwith-
Cohen et al., 2012).

Tovabbi in vivo kutatasokra van sziikség annak érdekében, hogy megfelelé mennyiségli
informacio allhasson rendelkezésre az intravaginalisan alkalmazhatd, potencialisan
probiotikus hatasu baktériumtorzsekkel és azok telepi korulmények kozotti hasznalataval
kapcsolatban. A kutatasban val6 részvételre kivalasztott baktériumtorzset szamos kotelezé
vizsgalatnak kell alavetni, miel6tt allatorvosi gyodgyhatasu készitményben lehetne felhasznalni.
Ezen vizsgalatok k&zé tartoznak az artalmatlansagi és biztonsagossagi vizsgalatok, a
mikodési elv, valamint a technoldgiai jellemzdk leirasa. Az egyik legnagyobb aggalyt az
antibiotikum rezisztencia jelenti. A probiotikus térzsek nem hordozhatnak olyan atadhato
géneket, amelyek orvosilag relevans antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat kddolnak, vagy
virulencia faktorokhoz kapcsolhatok. A kivalasztott mikroorganizmusokat aszerint is értékelni
kell, hogyan tudnak alkalmazkodni a hivelyi 6koszisztémahoz, és gazdasagosan

beépithetéek-e gydgyhatasu készitményekbe (Miranda et al., 2021; Shridhar et al., 2022).
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4. Sajat vizsgalatok
Az allatokon végzett dsszes vizsgalatunkat a Pest Varmegyei Kormanyhivatal engedélyezte
(kisérleti engedély szam: PE/EA/00775-4/2023).

4.1 Egyes anyagcsere mutatok valtozasai az ellés koriili idészakban egészséges és
méhgyulladasos tejelé tehenekben

4.1.1 Célkitlizés
Jelen vizsgalat soran a célunk az volt, hogy egy nagyobb kutatasi projektben részt vett tejelé
tehenészeti telepeken vizsgaljuk az ellés el6tt és az ellés utan az egyes anyagcsere mutatok

€s a méhgyulladas kézotti 6sszefliggéseket.

4.1.2 Anyag és modszer

A kisérlet harom hazai nagylétszamu tejel6 tehenészetben zajlott. Az elsd telepen a vizsgalat
idején 511 tehenet tartottak, mélyalmos istallékban, a fejés pedig hagyomanyos fejéhazban
tortént. A fejési atlag ezen a telepen 32,6 kg volt. Két ellés kdzott atlagosan 401 nap telt el, az
elléstél az elsé termékenyitésig pedig 66 nap, mig az elléstdl a vemhesulésig 117 nap. A
termékenyitési index 2,5 volt, a produktivitas 81,3%. A masodik telepen a vizsgalat idején 1700
tehenet tartottak, mélyalmos istallokban, a fejés hagyomanyos fejéhazban tortént. A fejési
atlag a masodik telepen 32,5 kg volt. Két ellés kdzott atlagosan 407 nap telt el, az elléstdl az
elsé termékenyitésig pedig 59 nap, mig az elléstél a vemhestlésig 127 nap. A termékenyitési
index 3,3 volt, a produktivitas 71,2%. A harmadik telepen a vizsgalat idején 270 tehenet
tartottak, mélyalmos istallékban, a fejés hagyomanyos fejéhazban tortént. A fejési atlag a
harmadik a telepen szintén 32,5 kg volt. Két ellés kdzott atlagosan 409 nap telt el, az elléstél
az elsd termékenyitésig pedig 57 nap, mig az elléstdl a vemhesllésig 130 nap. A
termékenyitési index 2,3 volt, a produktivitas 88,5%.

A mintavételbe 6sszesen 53 tobbszor ellett holstein-friz tehenet vontunk be. Az el6készitd
csoportokban 6sszesen 35 mintavétel tértént, a frissen ellett csoportokban pedig dsszesen 48.
Harminc tehén esetében az ellés el6tt és az ellés utan is tértént mintavétel, mig 5 tehén
esetében csak az ellés elbtt, 18 tehén esetében pedig csak az ellés utan. Az elbkészitd
csoportokban minden allat (n=35) az ellésének varhato idépontja elétti 14. napon vett részt a
vizsgalatban. Ez az id6pont a telepiranyitasi rendszer segitségével, a sikeres termékenyités
datuma alapjan kertlt meghatarozasra. A frissen ellett csoportokban minden allat (n=48) az
ellést kdvetd 1-14 napos idészakban vett részt a vizsgalatban, atlagosan az elléstél szamitott
914. napon. Minden allat esetében el6szor fizikalis vizsgalatot végeztiink, amely magaban
foglalta a rektalis testhémérséklet mérését (VT 1831 allatorvosi hémérd, Microlife AG.,
Widnau, Svéjc), a kondicié pontozasat 1 ponttdl (sovany) 5 pontig (kévér) (Wildman et al.,

1982), a huvelyi pH mérését és a frissen ellett allatok esetében a huvelyi nyalka vizsgalatat
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(Williams et al., 2005; Sheldon et al., 2006). A hively nyalka pH értékét a vulva jédos majd
70%-os alkoholos fertétlenitését kovetéen fellleti pH mérével (Handheld PH20 pH meter,
VWR International bvba., Leuven, Belgium) mértik a hively hatso falan a cervixhez kozeli
terlleten. A frissen ellett tehenek esetében az ellést kovetd kéthetes idészakban, atlagosan
az elléstdl szamitott 9+4. napon vaginoszkoppal, valamint rektalis vizsgalattal ellenériztuk az
esetleges méhgyulladas sulyossagat a hiivelyi nyalka (vaginal discharge, VD) alapjan, amelyet
LIMA és munkatarsaihoz (2014) hasonléan, SHELDON és munkatarsai (2006) leirasat alapul
véve 0-3-as skalan pontoztunk a gennytartalom szempontjabdl az alabbiak szerint. VDO =
normalis, tiszta valadék; VD1 = tiszta valadék, gennypelyhekkel; VD2 = nagyobb mennyiségi
gennyes tartalmu valadék, nem higan folyé és nem bizds; VD3 = higan folyd, gennyes,
vorosesbarnas blizds valadék. A tehenek a fizikalis vizsgalat és a hlivelyvaladék elbiralasanak
eredménye alapjan kertltek tovabbi csoportositasra a méhgyulladas sulyossaga szerint 0-tol
(nincs méhgyulladas) 3-ig (VD1-3, + testhémérséklet emelkedés, + egyéb klinikai tiinetek), ami
gyakorlatilag egy egészséges-méhgyulladasos csoportositast jelentett: az eredmények
elemzése soran a méhgyulladas 1-3 csoportokat egyutt kezeltik, kdzottik az alacsony
mintaszam miatt nem végeztiink 6sszehasonlitast (Sheldon et al., 2006; Sheldon et al., 2009;
Lima et al., 2014; Bajcsy, 2019). A frissen ellett csoportba tartozé tehenek a vizsgalatot és
mintavételt megel6z6en gydgyszeres kezelésben nem részeslltek a telepeken az aktualis
laktacidjukban.

A fizikalis vizsgalat utdn minden allattél vért vettiink a farokvénabdl 9 ml-es nativ vérvételi
csovekbe (Vacuette; Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmunster, Ausztria). A
mintakat azonnal 4 °C-ra h(tottik hitéladaba téve, majd a laboratériumba szallitas utan
centrifugaltuk. A szérumot -20 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. A laboratoriumi
vizsgalatok soran a kdvetkez6 biokémiai paramétereket hataroztuk meg: BHB, NEFA, AST,
karbamid, 6sszfehérje, albumin, Na, K, Ca, P, Mg, Cu és Zn, valamint haptoglobin.

Az adatok feldolgozésa és a statisztikai elemzések elvégzése MS Excel és Python SciPy 1.9.3.
programok segitségével tortént. Az atlagok 06sszehasonlitasa t-prébaval (two-tailed,
heteroscedastic ill. Welch’s t-test), a szérasok egyenl6ségének vizsgalata Levene-teszitel
tortént. Statisztikailag szignifikansnak p<0,05 érték esetén tekintettik a kilonbségeket. A

harom teleprél szarmazé adatokat dsszesitve elemeztiik, telepenkénti elemzés nem készlilt.

4.1.3 Eredmények
4.1.3.1 El6készitds és frissen ellett tehenek 6sszehasonlitasa
A vizsgalt paraméterek ellés elétti és ellés utani atlag- és szérasértékeit, valamint az atlagok

O0sszehasonlitasakor kapott p értékeket a 3. tablazat mutatja be részletesen.
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Fizikalis vizsgalat

Az el6készitd csoportokban minden allat (n=35) az ellésének varhaté idépontja el6tti 14. napon
vett részt a vizsgalatban, ez az idépont a telepiranyitasi rendszer segitségével, a sikeres
termékenyités datuma alapjan kerllt meghatarozasra. Fizikalis vizsgalat soran
egeszsegesnek bizonyultak a tehenek, a kondiciopontjuk pedig 2,5 és 4,5 kdzott valtozott. Az
elékészitd csoportokban a tehenek atlagos hivelyi pH értéke 7,1+0,2 volt. A rektalis
testhdmeérséklet értéke 38,1 °C és 39,5 °C kozott valtozott, atlagos értéke 38,7+0,3 °C volt.

A frissen ellett csoportokban minden allat (n=48) az ellést kovetd kéthetes id6szakban vett
részt a vizsgalatban, atlagosan az elléstél szamitott 9+4. napon. A kondiciopont ezekben a
csoportokban is 2,5 és 4,5 kozott valtozott. A frissen ellett csoportokban a tehenek atlagos
havelyi pH értéke 7,2+0,3 volt, ami nem mutat szignifikans eltérést az ellés elétti értékhez
viszonyitva. A rektalis testhémérséklet értéke 38,1 °C és 42,3 °C kozott valtozott, atlagos

értéke 39,110,7 °C volt, ami szignifikansan nagyobb volt, mint az ellés elétt (p<0,01).

Anyagcsere-vizsgalat

Az ellés utan tobb paraméter koncentracioja valtozott az ellés elétti id6szakhoz képest. A BHB
(p<0,05), NEFA és AST (p<0,01) esetében az el6készité csoportban mért atlag szignifikansan
kisebb volt, mint a frissen ellett csoportban.

A vizsgalt paraméterek koézil négy esetében az atlagok tekintetében nem mutatkozott
szignifikans eltérés az el6készitd és a frissen ellett csoport k6zott, vagyis ezeknek a szintje
nem valtozott érdemben az ellést megel6z6 és az azt kovetd két hétben. Ezek az alabbiak
voltak: karbamid, albumin, ésszfehérje, natrium (3. tablazat).

Az atlagos kalium-, kalcium-, foszfor-, magnézium- és cink koncentracié az el6készit6
csoportban szignifikansan (p<0,01) nagyobbnak bizonyult a frissen ellett csoporthoz képest
(tejjel Urllnek). Ezzel ellentétben a réz koncentracio szignifikansan (p<0,01) kisebb volt az
el6készité csoportban, mint az ellés utan (ellés utan nagyobb mennyiségl, rézben gazdag

premix fogyasztasa).

Haptoglobin

A gyulladast jelzé paraméterek kozil a haptoglobin mérésére kerllt sor az ellés el6tti és utani
kéthetes idészakban a vizsgalt tehenek esetében. Az el6készité csoportban a haptoglobinszint
atlaga szignifikansan (p<0,01) kisebb volt, mint a frissen ellett csoportban. A szérasértékek
k6zotti kildnbség is szignifikansnak bizonyult (p<0,01), az elékészité csoportban kisebb volt,
ami azt tiikrozheti, hogy az ellést kdvetd idészak gyulladasos megbetegedései (elsésorban a

méhgyulladas) eltéré6 mértékben érintik a teheneket.
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3.tablazat: A fizikalis- és anyagcserevizsgalat és a haptoglobinmérés eredményei ellés el6tti

és ellés utani idészakban

El6készitd csoport Frissen ellett csoport p érték
(n=35) (n=48)
Rektalis hémérséklet 38,7+0,3°C 39,110,7°C p<0,01
Havelyi pH 7,1£0,2 7,2+0,3 NS
BHB (mmol/l) 0,53+0,66 0,83+0,47 p<0,05
NEFA (mmol/l) 0,4+0,44 0,87+0,63 p<0,01
AST (U/l) 47,32+10,07 68,54+31,23 p<0,01
Karbamid (mmol/l) 4,41+1,01 4,42+1,29 NS
Osszfehérje (g/l) 39,6515,81 40,65+2,92 NS
Albumin (g/l) 83,17+8,95 84,68+7,66 NS
Na (mmol/l) 138,54+9,78 135,58+7,77 NS
K (mmol/l) 4,8+0,68 4,2610,38 p<0,01
Ca (mmol/l) 2,5340,21 2,3110,21 p<0,01
P (mmol/l) 2,2740,35 2,03+0,44 p<0,01
Mg (mmol/l) 0,9710,13 0,87+0,12 p<0,01
Cu (umol/l) 12,9242,79 15,27+1,93 p<0,01
Zn (umolfl) 12,4542,31 10,1442,02 p<0,01
Haptoglobin (g/l) 2,67+0,97 3,77+1,82 p<0,01

Statisztika: kétmintas t-proba

NS: nem szignifikans

4.1.3.2 Egészséges és méhgyulladasos tehenek 6sszehasonlitasa
A vizsgalt paraméterek egészséges (méhgyulladas 0) és méhgyulladassal diagnosztizalt
(méhgyulladas 1-3) csoportokba osztott tehenek atlag- és szorasértékeit, valamint az atlagok

O0sszehasonlitasakor kapott p értékeket a 4. tablazat mutatja be.

Fizikalis vizsgalat

A frissen ellett csoportba tartozo teheneket (n = 48) az ellést kdvetd elsd két hétben elvégzett
részletes fizikalis vizsgalat alapjan tovabbi két csoportra osztottuk: egészséges (nincs
méhgyulladasra utalé jel, VDO) és méhgyulladasos (VD1-3, lazzal vagy anélkil, klinikai
tinetekkel vagy anélkiil). Az egészséges csoportba 22 tehén, mig a méhgyulladas tlineteit
mutatd csoportba 26 tehén kerdlt. A frissen ellett csoportba tartozé tehenek a vizsgalatot és
mintavételt megel6zéen gydgyszeres kezelésben nem részeslltek a telepen az aktualis
laktaciéjukban.

A kondiciopontok a méhgyulladas 0 csoportban 2,5-4,5, a méhgyulladas 1-3 csoportban 2,5-

4 kozottiek voltak, szignifikans kuldnbséget nem taléltunk a kondiciépontok tekintetében az
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egészséges és a méhgyulladasos csoport kdzott. A rektalis testhémérséklet és a hivelyi pH
értékek tekintetében nem volt szignifikans eltérés az egészséges és a méhgyulladasos
tehenek k6zott (39,210,9 °C és 3940,5 °C, illetve 7,2+0,3 és 7,2+0,3).

Anyagcsere-vizsgalat

A 13 vizsgalt anyagcsere paraméter kozll csak a NEFA (p<0,01) és a cink (p<0,05) esetében
mutatkozott szignifikans kuldonbség a méhgyulladas 0 és méhgyulladas 1-3 csoport atlaga
kozott. A méhgyulladas 0 csoport atlagos NEFA értéke szignifikansan kisebb volt (p<0,01),
mint a méhgyulladas 1-3 csoport atlaga. A méhgyulladas 0 csoportban a cinkszint atlaga
szignifikansan nagyobb volt, mint a méhgyulladas 1-3 csoportban (p<0,05).

A tdbbi paraméter esetében az atlagok k6zott nem volt szignifikans kildnbség az egészséges

€s a méhgyulladasos csoport kozott.
Haptoglobin

Bar a haptoglobin szint mind atlag, mind pedig széras tekintetében kisebb volt a méhgyulladas

0 csoportban, ez a kiildnbség nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.
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4. tablazat: A fizikalis- és anyagcsere-vizsgalat, valamint haptoglobinmérés soran vizsgalt

paraméterek atlag- valamint szérasértékei, illetve az atlagokon végzett t-proba p értékei

egeszseges és mehgyulladassal diagnosztizalt tehenek esetében

Méhgyulladas 0 Méhgyulladas 1-3 p érték
(n=22) (n=26)
Rektalis hémérséklet 39,2+0,9 39+0,5 NS
Havelyi pH 7,2+0,3 7,2+0,3 NS
BHB (mmol/l) 0,85+0,47 0,82+0,47 NS
NEFA (mmol/l) 0,56+0,43 1,1310,67 p<0,01
AST (U/l) 69,55+40,57 67,69+21,20 NS
Karbamid (mmol/l) 4,57+1,36 4,30+1,25 NS
Osszfehérje (g/l) 83,8519,51 85,4045,67 NS
Albumin (g/l) 40,41+3,69 40,85+2,11 NS
Na (mmol/l) 137,59+10,69 133,8943,30 NS
K (mmol/l) 4,25+0,48 4,27+0,28 NS
Ca (mmol/l) 2,31+0,16 2,31+0,25 NS
P (mmol/l) 2,15+0,43 1,92+0,43 NS
Mg (mmol/l) 0,85+0,12 0,89+0,11 NS
Cu (umolfl) 14,72+1,81 15,73+1,95 NS
Zn (umolfl) 10,87+2,08 9,53+1,79 p<0,05
Haptoglobin (g/1) 3,41+1,54 4,07+2,00 NS

NS: nem szignifikans

Statisztika: kétmintas t-proba

4.1.4 Diszkusszié

4.1.4.1 El6készitds és frissen ellett tehenek 6sszehasonlitasa

Az elemzés soran a telepi hatas, mint esetleges befolyasolé tényezd nem keriilt vizsgalatra, a
harom kilénb6zd teleprél szarmazd mintak esetében. A vizsgalatba vont telepek mind
tartastechnoldgia és takarmanyozas, mind pedig a kisérlet megkezdése elétt felmért altalanos
termelési paraméterek és szaporodasbiolégiai mutatok szempontjabol megfeleltethetdk voltak
egymasnak. Habar a telepenkénti viszonylag alacsony mintaszam pontos statisztikai
kilénbségtételt nem tesz lehetévé, nem talaltunk szignifikans eltérést az egyes telepekrél
szarmazo eredmények kozott.

Az ellés utan mérhetd hivelyi pH érték magasabb volt az ellés el6ttihez képest, azonban ez a
kilénbség nem volt szignifikans. Hasonlé eredményre jutott BECKWITH-COHEN és munkatarsai
(2012) kutatasa is, akik az ellés elétt és utan 1-1 héttel mérték tesztcsikkal a vaginalis pH-t. A
két mérés kozotti pH értek emelkedés a tébbszor ellett tehenek esetében nem volt szignifikans,

az elséborjas Usz6k esetében viszont szignifikansnak bizonyult (Beckwith-Cohen et al., 2012).
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ACCORSI és munkatarsai (2005) tejhasznu tehenek ellés elétti és utani hormonszintjeit, illetve
egyes metabolikus paramétereik szintjeit hasonlitottak 6ssze. Szignifikans emelkedés volt
mérheté a NEFA és urea koncentracioban az ellés el6tt 5 nappal és az ellés utan 10 nappal
mért értékek ko6zott (Accorsi et al., 2005). Egy masik kutatasban szintén a NEFA koncentracio
ellés koruli emelkedésérdl szamoltak be, ami altalaban az ellés ideje elétt 2-4 nappal kezd
emelkedni, és korllbelll az ellés utani 3. napon éri el a maximumat (LeBlanc, 2010). HAMMON
és munkatarsai (2009) az ellés kordli idészakban a maj zsirtartalma szerint csoportositottak a
teheneket, és a NEFA, valamint BHB szintben is emelkedést tapasztaltak az ellés el6tti
értékeket az ellés utaniakkal 6sszehasonlitva, ez azonban csak a magasabb zsirtartalmu
csoportban volt szignifikans (Hammon et al., 2009). Egy vizsgalatban legel6n tartott tejhasznu
tehenek esetében hasonlitottdk 6ssze egyes anyagforgalmi paramétereket (Spaans et al.,
2022). Eredményeinkhez hasonldéan az ellést kdvetéen magasabb volt a NEFA, BHB és
€s a vizsgalt asvanyi anyagok koncentracidja nem valtozott szamottevéen (Spaans et al.,
2022).

4.1.4.2 Egészséges és méhgyulladasos tehenek 6sszehasonlitasa

Nem volt szignifikans kiilénbség az egészséges és a méhgyulladasos tehenek kdzott a hivelyi
pH és a rektalis testhémérséklet értékekben a vizsgalatunkban. Szerzének nincs tudomasa
olyan kutatasrdl, ahol a hivelyi pH értékek dsszehasonlitasat korabban mar elvégezték volna
egészséges és mehgyulladasos tehenek kozott. A vaginalis pH mérését is magukba foglald
kutatasok jellemz&en a mesterséges termékenyités idejére koncentralnak (Clemmons et al.,
2017), vagy pedig reprodukcids statusztol fliggetlenll szamitanak atlagot (Swartz et al., 2014).
WENZz és munkatarsai (2011) a laktacio elsé 10 napjaban mérték tejhasznu tehenek rektalis
testhBmérsékletét. Az egészséges csoport atlagos rektalis testhémérséklete elséborjas Usz6k
esetében 38.840,02 °C volt, mig tehenek esetében 38.7+0,01 °C. A méhgyulladasos
csoportba sorolt tehenek rektélis testhémeérséklete a laktacio elsé tiz napjaban minden nap
legalabb 0,1 °C-kal magasabb volt, mint a kontroll csoporté. A legnagyobb kiilénbség az ellés
utani 3-5. napon volt mérheté (Wenz et al., 2011). Egy masik vizsgalat soran a méhgyulladasos
csoportban szignifikdnsan magasabb volt a lazas (>39,5 °C) tehenek aranya, mint az
egészséges csoportban (Palenik et al., 2009). BENZAQUEN és munkatarsai (2007) kutatdsaban
az egészséges tehenek rektalis testhémérséklete stabilan 38,6+0,01°C volt, mig a
méhgyulladassal diagnosztizalt, de nem lazas teheneké atlagosan 39,2+0,05°C volt a
diagnézis felallitasanak napjan. A méhgyulladasos tehenek testhémérséklete a diagndzist
megel6z6en mar 72-48 éraval emelkedni kezdett, atlagosan 39,7+0,09°C volt (Benzaquen et
al., 2007).
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Az 6sszes vizsgalt fizikalis és anyagcsere- illetve gyulladast jelzé paramétert figyelembe véve,
az egészséges €s a méhgyulladassal diagnosztizalt tehenek kdzo6tt csak a NEFA és a cink
értékekben volt szignifikans eltérés a vizsgalatunkban. RUBINO és munkatarsai (2013)
kisérletében az ellés varhatd idépontja elétt 15 nappal vett vérmintakban mar szignifikans
kulonbség mutatkozott a késdbb az ellés utan egészséges és méhgyulladassal diagnosztizalt
tehenek kozott egyes vérkép paraméterekben, valamint a NEFA szintben, ami korabban a
szarazonallas id6szakaban még nem volt mérhet6. Hasonl6 eredménnyel zarultak KONYVES
és munkatarsai (2009a; 2009b) kutatasai, az ellést megel6z6 14 napban mért magasabb
NEFA szint névelte a magzatburok-visszamaradas, illetve a méhgyulladasok késébbi
kialakulasanak esélyét. Ugyanakkor masok nem talaltak eltérést az ellés el6tt 7 nappal vett
vérmintak NEFA koncentracidiban az ellés utdan egészséges és méhgyulladassal
diagnosztizalt tehenek kozoétt (Cui et al., 2019).

PAIANO és munkatarsai (2020) holstein-friz teheneken az ellést kévetd 6-10 napban végzett
vizsgalata soran tobb biokémiai paraméter esetén is szignifikans eltérés mutatkozott. Az
egészséges tehenek esetében magasabb volt az albumin, a koleszterin és a kalcium szintje,
mint a méhgyulladasos tehenekben. Alacsonyabb volt ugyanakkor az egészséges tehenek
szérum GGT és AST aktivitasi értéke, valamint a fibrinogén és BHB koncentracidja, a
méhgyulladasos csoporthoz viszonyitva (Paiano et al., 2020). MIKULKOVA és munkatarsai
(2020) az ellés utani els6 21 napban végeztek méréseket méhgyulladasos és egészséges
holstein-friz teheneken. A szérum haptoglobin szint alacsonyabbnak bizonyult az egészséges
tehenek esetében, azonban a kilénbség nem volt szignifikans, ugyanakkor a méhgyulladasos
tehenek esetében szignifikansan magasabb NEFA és bilirubin szintet mértek (Mikulkova et al.,
2020). Szintén nagyobb volt a méhgyulladasos tehenek NEFA szintje az ellés utan 15 nappal
RUBINO és munkatarsai (2013) szerint is. Ezzel ellentétben KONYVES és munkatarsai (2009a;
2009b) kutatasa soran az ellést kdveté 10-14 nappal szignifikansan alacsonyabb volt a
puerperalis metritisszel diagnosztizalt tehenek vérplazma NEFA-szintie az egészséges
tehenekéhez képest, mig az AST esetében nem talaltak érdemi kilénbséget a két csoport
kozott.

PAIANO és munkatarsai (2021) azt vizsgaltak, elére jelezheté-e a méhgyulladas kialakulasa az
ellés el6tti vérmintakbdl egyes metabolikus paraméterek felhasznalasaval. Az elékészités
csoportban vizsgalatba vont teheneket az ellés utan egészséges és méhgyulladasos csoportra
osztottak. A méhgyulladasos csoportban szignifikansan alacsonyabb volt a szérum karbamid,
kreatinin, koleszterin és kalcium szintje, mig magasabb az AST, GGT, fibrinogén, BHB és
NEFA szintje az egészséges kontrollcsoporthoz viszonyitva (Paiano et al., 2021).

Az anyagcserére vonatkozo vizsgalataink eredményeit a szakirodalmi adatokkal 6sszevetve
Osszegzésképpen megallapithatjuk, hogy mig egészséges tehenekben viszonylag egységes

a peripartalis id6szak metabolikus paramétereinek leirasa, addig az egészséges és
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méhgyulladassal diagnosztizalt tehenek kozotti kildnbségek egyértelm(isitése tovabbi

vizsgalatokat igényel nagyobb mintaszamon, a méhgyulladas sulyossagat figyelembe véve.
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4.2 Tejelé6 tehenek normal hiivelyi mikrobiota osszetételének meghatarozasa és
antibiotikum érzékenységi vizsgalata

4.2.1 Célkitlizés
Jelen vizsgalat soran a célunk az volt, hogy meghatarozzuk az egészséges tejelé tehenek
normal hivelyi mikrobiotajat alkoté baktériumfajokat az ellés korili idészakban, majd pedig

felmérjuk azok antibiotikum érzékenységét.

4.2.2 Anyag és modszer

A kisérlet harom hazai nagylétszamu tejel6 tehenészetben zajlott. Az elsd telepen a vizsgalat
idején 511 tehenet tartottak, mélyalmos istallékban, a fejés pedig hagyomanyos fejéhazban
tortént. A fejési atlag ezen a telepen 32,6 kg volt. Két ellés kdzott atlagosan 401 nap telt el, az
elléstél az elsd termékenyitésig pedig 66 nap, mig az elléstdl a vemhesilésig 117 nap. A
termékenyitési index 2,5 volt, a produktivitas 81,3%. A masodik telepen a vizsgalat idején 1700
tehenet tartottak, mélyalmos istallékban, a fejés hagyomanyos fejéhazban tortént. A fejési
atlag a masodik telepen 32,5 kg volt. Két ellés kdzott atlagosan 407 nap telt el, az elléstdl az
elsé termékenyitésig pedig 59 nap, mig az elléstél a vemhestilésig 127 nap. A termékenyitési
index 3,3 volt, a produktivitas 71,2%. A harmadik telepen a vizsgalat idején 270 tehenet
tartottak, mélyalmos istallékban, a fejés hagyomanyos fejéhazban tortént. A fejési atlag a
harmadik a telepen szintén 32,5 kg volt. Két ellés kdzott atlagosan 409 nap telt el, az elléstél
az elsd termékenyitésig pedig 57 nap, mig az elléstdl a vemhesllésig 130 nap. A
termékenyitési index 2,3 volt, a produktivitas 88,5%.

Osszesen 44 egészséges, tdbbszor ellett holstein-friz tehenet vontunk vizsgalatba. A
vizsgalatok és mintavételek a telepiranyitasi rendszer segitségével a sikeres termékenyités
datuma alapjan meghatarozott varhato ellési idépont elétt 7 nappal, majd pedig az ellést
koévetden 10,7+6,4 nappal torténtek. Osszesen 57 mintavételre keriilt sor, 36 mintavételre az
ellés el6tti és 21 mintavételre az ellés utani idészakban. A 44 tehénbdl 13 tehén az ellés elbtt
és az ellés utan is részt vett a mintavételben, mig a tébbi 31 tehén vagy csak az ellés el6tt,
vagy pedig csak az ellés utan vett részt a mintavételben. Ennek oka elsésorban az volt, hogy
a mintavételt csak egészséges allatokon végeztik el, masodsorban a selejtezés és
munkaszervezési kérdések is befolyasoltdk az egyes tehenek részvételét. Elsé lépésként
kilénbdz6 vizsgalatok soran megbizonyosodtunk arrdl, hogy a kutatasba bevont tehenek
valoban egészségesek: fizikalis vizsgalat, rektalis testhémérséklet mérése, vaginoszkdpia,
hivelyvaladék (VD) pontozasos vizsgalata 0-3 kozotti skalan (Sheldon és Dobson, 2004;
Sheldon és Owens, 2017), testkondicié pontozas 1-5 k6z6tti skalan (Kim et al., 2005), valamint
santasag pontozasos vizsgalata 1-5 kozotti skalan (Salasel et al., 2010). A hlvelyvaladék
elbiralasara csak az ellés utani vizsgalatok részeként kerult sor. A rektalis vizsgalat soran

masszalassal megkiséreltunk méhvaladékot kinyerni a hlvelyen keresztul. A hivelyvaladékot
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az alabbiak szerint pontoztuk: VDO = tiszta, attetsz6 nyalka; VD1 = fehér vagy opalos
gennypelyheket tartalmazé nyalka; VD2 = kevesebb mint 50%-nyi fehér vagy opalos
mukopurulens anyagot tartalmazé valadék; VD3 = legalabb 50%-nyi gennyes és/vagy véres
tartalmu, higan foly6é bliz0s valadék. A pérat jodoldattal letisztitottuk, majd 70%-os alkohol
spray-vel fertétlenitettik. Ezutan egyszer hasznalatos, steril miianyag Cusco vaginoszképpal
(Speculum S.A., Alfragide, Portugalia) végeztik el a hively és a méhszaj megtekintéses
vizsgalatat. A kutatasban csak azok a tehenek vehettek részt, amelyeknél nem tapasztaltunk
huvelyvaladékozast, vagy a VD pontszam 0 volt, nem volt lathato vaginitisre utald tlnet és
nem volt lathaté genny a hivelyben. A vaginoszkopiat kdvetéen egy 70%-os alkohollal
fert6tlenitett kontakt pH méréeszkdéz (Handheld PH20 pH meter, VWR International bvba.,
Leuven, Belgium) segitségével meghataroztuk a hiively pH értékét a méhnyakhoz kézeli
terlleten. A hivelynyalkamintakat oblitéssel nyertik ki, tehenenként 100 ml steril foszfat-s6
pufferoldat felhasznalasaval. A hivelynyalkamintakbol aerob és anaerob tenyésztéses
vizsgalatok elvégzésére kertlt sor.

A tenyésztéses vizsgalatokhoz az alabbi Osszetételli, pH=7,4+0,2 oldatot hasznaltuk:
szarvasmarha szérum albumin (1,0 g/l), natrium-klorid (8,5 g/l), L-cisztein (0,5 g/l), Tween 80
(0,5 g/l). Mindegyik hlvelynyalkamintabdl tizszeres higitasi sort készitettiink fiziologias
sboldatban, és taptalajonként egyet aerob, egyet pedig anaerob koériimények kozott
tenyésztettiink 38,5°C-on. A felhasznalt taptalajok az alabbiak voltak: tapoldattal dusitott agar-
agar, Columbia véresagar, Thioglikolat-agar és MRS agar. A mintakbdl sorozatos atoltasok
soran szintenyészeteket hoztunk Iétre, amelyeket MALDI-TOF tomegspektrometria
vizsgalattal elemeztink.

Egy-egy baktériumtelepet 96-lyuku csiszolt BC acéllemezen egyenletesen eloszlattunk, majd
hozzdadtunk 1 pL 70%-os hangyasavat. Szaradast kévetéen hozzaadtunk 1 pL a-ciano-4-
hidroxi-fahéjsav telitett matrixoldatat, az alébbi &6sszetételd oldoszerrel: 47,5% HPLC
tisztasagu viz, 2,5% trifluorecetsav, 50% acetonitril. Minden bakteridlis mintabol két masolat
készllt. Ezutdn a lemezt a Microflex LT MALDI-TOF témegspektrométerrel (BRUKER
Daltonics GmbH, Bréma, Németorszag) vizsgaltuk. A rendszert a 3,6-17 kDa
tomegspektrumot lefedd E. coli DH5-alpha BRUKER Bacterial Test Standard segitségével
kalibraltuk. A spektrumok linearis pozitiv ion médban lettek eléallitva. A tdmegspektrumok a
flexControl 3.4 szoftverrel kerlltek rogzitésre. A baktérium izolatumokat az MBT Compass 4.1
szoftver és az MBT Compass Library hasznalataval azonositottuk.

A leveshigitasos vizsgalatokat a Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018a)
ajanlasanak megfeleléen végeztik el, 96-lyuku steril, lapos alju mikrolemezeken. Ot
kivalasztott, potencialisan probiotikus hatasu (Adnane és Chapwanya, 2024), egészséges
tejhasznu tehenek hivelyi mikrobiomjabdl izolalt baktérium tovabbi vizsgalatat végeztik el:

Brevibacillus agri (Bb. agri), két kilonbdzé Bacillus licheniformis (B. licheniformis) térzs,
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Bacillus pumilus (B. pumilus), Bacillus subtilis (B. subtilis). A mikrolemez lyukaiba az
antimikrobialis hatéanyagot tartalmazé brain-heart infusion (BHI) agart juttattunk. A vizsgalt
antimikrobialis hatéanyagok a kdvetkez6k voltak: amoxicillin, cefquinom, ceftiofur, doxiciklin,
florfenikol, marbofloxacin, oxitetraciklin, trimethoprim-szulfamethoxazol, tulathromicin, tilozin.
A kontroll lyukakba (0 mg/L) 100 pl BHI agart juttattunk antimikrobialis hatéanyag nélkul. Ezt
kovetéen elvégeztik a mintak leoltasat a kiilonb6zé baktérium izolatumokkal, 10* CFU/ml
végsl koncentraciot elérve. A lemezeket 24 6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd a baktériumok
szaporodasat mikrolemez-olvasé segitségeével ellenériztik az abszorbanciat 600 nm-en
mérve. Az érzékenységet jellemzé kategoriakat a MIC értékek alapjan a CLSI iranyelveknek
megfeleléen hataroztuk meg: ,E — érzékeny”, ,ME — mérsékelten érzékeny”, ,R — rezisztens”
(CLSI, 2018b; CLSI, 2019).

Az 6t kivalasztott izolatumon PCR vizsgalatot is végeztiink. A DNS izolalast megel6zéen a
bakterialis levestenyészeteket 24 éran at 37 °C-on inkubaltuk. Mindegyik 10 ml-es
baktériumtenyészetet 10 percig centrifugaltunk 3000 g-vel. A felllusz6 eltavolitasa utan
reszuszpendaltuk a sejteket 1000 pl steril PBS-ben. A DNS-t a ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep
Kit (Zymo Research Corporation, Orange, CA, USA) hasznalataval nyertik ki a gyartd
hasznalati utasitasat kdvetve. PCR vizsgalattal elvégeztiik a kivalasztott baktérium izolatumok
taxondmiai azonositasat és a kivalasztott rezisztencia gének kimutatasat. A PCR vizsgalatokat
a CFX Opus Real-Time PCR System (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
hasznalataval végeztik. A kivalasztott gének vizsgalatahoz felhasznalt primer szekvenciakat
az 5. tablazat mutatja be. A PCR vizsgalathoz felhasznalt oldat végsé térfogata 20 uL volt,
ami az alabbiakat tartalmazta: 0,2 uL primer, 1x koncentracioju Sso Advanced Universal SYBR
Green Supermix (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) nukledzmentes vizben,
valamint 2 pl 2 ng/uyl DNS minta, ami minden egyes PCR vizsgalatnal kozvetlendl kerult
hozzdadasra a vizsgalt oldathoz. A PCR vizsgéalatok soran a kovetkezd termikus ciklust
kovettik: 95 °C-on 3 perc, 40 ciklus 95°C-on 20 masodpercig, majd 60°C-on 30 masodpercig,
majd pedig 72 °C-on 30 masodpercig. Minden ciklus végén 10 masodperces fluoreszcencia

monitorozas tortént.
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5.tablazat A PCR vizsgalatokhoz hasznalt primer szett szekvenciak

Faj Gé.n' Gén Hozzaférési szam Primer Terrr’|ék m}’eret
roviditése (Bazispar)
penP béta-laktamaz class A BAB348_08610 F CTGTGCAAAATGGCGCGTAT 168
Bb. agri _ R CCGATCCTCCCACCAAATCC
ITS ITS régio AF478091.1 F CCCGAAGTCGGTGAGGTAAC 214
R ATGGACGCGAGTGCTCTTAG
penP béta-laktamaz class A BLi00280 F GCAATCACTCGAATGCCTCAC 178
B licheniformis R ATCGTCGATGCAAAAGCGAAG
’ ITS ITS régio AF478086.1 F ATGCCGCGGTGAATACGTTC 161
R CACCTTCCGATACGGCTACC
tetA_3 MFS SAMEA40768707 F ATTGTCGGACCGAGCCTTG 141
fransporter _03279 R AGAAACTGTCGAAGGATGCTG
B. pumilus bpu-1 béta-laktamaz class D BPUM_RS11670 F GAAGAGAAACACGCCACCCT 124
: R TGCCGGTGCCTTTGATATTTG
ITS ITS régio AF478070.1 F TATATGGAGCAGCGTGCGTT 226
R CATCGGCTCCTAGTGCCAAG
penP béta-laktamaz class A BSU_18800 F TCTCACGACTGACAAACGCA 122
R TTCCGGCTCCGGATTTATCG
B. subtilis bsu-2 béta-laktamaz class D BSU_02090 F AGTTTTGGCTGCAAAGCTCG 168
’ R TTCCGGTTTTCCCGTAGAGC
ITS ITS régio ABO050658.1 F ACAGAACGTTCCCTGTCTTGT 124
R TCACTACGTGATATCTTGCATTACT

ITS: internal transcribed spacer
MFS: major facilitator superfamily

A primerek a Primer BLAST Tool (http://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) (Ye et al., 2012)

hasznalataval lettek kialakitva, F—forward, R—reverse.

A statisztikai elemzést igénylé adatok feldolgozasa és a statisztikai elemzések elvégzése MS
Excel és Python SciPy 1.9.3. programok segitségével tortént. Az atlagok dsszehasonlitasa t-
prébaval (two-tailed, heteroscedastic ill. Welch’s t-test), a szérasok egyenléségének vizsgalata
Levene-teszttel tortént. Statisztikailag szignifikansnak p<0,05 érték esetén tekintettik a

kilénbségeket.

4.2.3 Eredmények

A kutatasban résztvevd tehenek nem mutattak betegségre utalé tlineteket a mintavételeket
megel6z6 vizsgalatok soran, és nem mutattak hivelyvaladékozast, vagy pedig a VD
pontszamuk O volt. A hlvelyi nyalkahartya fellleti pH értéke atlagosan 7,15+0,17 volt ellés
el6tt, és 7,20+0,27 ellés utan. A két érték kozotti klildnbség nem volt szignifikans (p>0,05).

Osszesen 54 baktériumfajt sikeriilt azonositani az egészséges tehenek hivelynyalka
mintaibol. Ezek tébbsége, 47 faj (87%) a Gram-pozitiv baktériumok csoportjaba tartozott, mig
a Gram-negativ baktériumok csoportjabdl 7 fajt (13%) azonositottunk. Az azonositott

baktériumfajokat a 6. tablazat mutatja be.

46



6.tablazat Egészséges tehenek normal hiivelyi mikrobiotajaban megtalalhatd baktériumok.

Gram-pozitiv

Gram-negativ

Aerob

Bacillus circulans, B. oceanisediminis,
B. oleronius, B. pumilus, B. safensis

B. sonorensis,

Brevibacillus agri/parabrevis, Bb.
borstelensis,

Corynebacterium xerosis

Lysinibacillus fusiformis, L. massiliensis,
B. amyloliquefaciens, B. clausii, B. megaterium,
B. siralis,

Arthrobacter gandavensis,

Micrococcus luteus

Acinetobacter pittii

Fakultativ anaerob

Bacillus cereus, B. licheniformis, B. subtilis,
Corynebacterium camporealensis, C. renale,
Enterococcus avium, E. hirae,

Paenibacillus cookii, P. ihumii, P. lactis,
Staphylococcus chromogenes, S. epidermidis,
S. hominis, S. succinus, S. sciuri, S. xylosus,
Streptococcus alactolyticus/lutetiensis, S. canis,
S. dysgalactiae, S. equinus, S.
pluranimalium/hyovaginalis, S.
pneumoniae/pseudopneumoniae, S. suis, S.
uberis, S. mitis/oralis/peroris,

Trueperella pyogenes

Actinobacillus rossii,

Escherichia coli,

Mannheimia varigena / haemolytica /
granulomatis,

Proteus mirabilis

Obligat anaerob

Bifidobacterium pseudolongum,
Peptoniphilus indolicus

Bacteroides fragilis

Mikroaerofil

Campylobacter hyointestinalis

Az egyes nemzetségek eléfordulasi gyakorisagat a 2. abra mutatja be. A 47 Gram-pozitiv

baktériumfaj koézul 13 tartozott a Bacillus genusba, ami a legjelentésebb nemzetsége volt az

egészséges huvelyi baktériumfloranak. Ezt kdvette a Streptococcus genus 47-bél 10 fajjal. A

harmadik legelterjedtebb nemzetség a Staphylococcus genus volt, 47-bdl 6 faj tartozott ide. A

Brevibacillus, Corynebacterium és Paenibacillus nemzetségekbe 3-3 baktériumfaj tartozott. A

fennmarado tovabbi Gram-pozitiv és Gram-negativ nemzetségekbe 1-1 baktériumfaj tartozott.
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2.abra Egészséges tehenek normal hivelyflorajat alkoté nemzetségekbe tartozé
baktériumfajok szama
Tovabbi vizsgalatokban valé részvételre kivalasztottunk 5 olyan baktérium izolatumot, amelyek
potencialisan probiotikus hatassal rendelkezhetnek. Ezeknek a taxonémiai besorolasat PCR
vizsgalattal er@sitettik meg. A kivalasztott izolatumok a kovetkezék voltak: Brevibacillus agri,
két kiildonb6z6 Bacillus licheniformis térzs, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis. PCR vizsgalattal
rezisztencia géneket kerestlink a fenti izolatumok esetében, amely vizsgalatok eredményét a
7. tablazat foglalja 6ssze. A Bb. agri és az egyik B. licheniformis térzs genomja nem

tartalmazott béta-laktamaz rezisztencia géneket, mig a masik harom izolatumé igen.

7.tablazat Vizsgalt rezisztencia gének jelenléte az 6t kivalasztott baktérium izolatum

genomjaban.
Baktérium izolatum Rezisztencia gén
Brevibacillus agri Béta-laktamaz (class A) Nincs
Bacillus licheniformis Béta-laktamaz (class A) Van
Bacillus licheniformis (W) Béta-laktamaz (class A) Nincs

Béta-laktamaz (class D) Van
Tetraciklin rezisztencia MFS efflux pumpa Van
Béta-laktamaz (class A) Van
Béta-laktamaz (class D) Van

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Az 5 kivalasztott izolatum antimikrobialis anyagokkal szembeni minimalis gatlé
koncentraciojanak (MIC) meghatarozasat 96-lyuku mikrolemezen leveshigitasos modszerrel
végeztik el. Ezeket az eredményeket a 8. tablazat mutatja be. Tiz kilénb6z8, allatorvosi
gyakorlatban hasznalt antibiotikumot valasztottunk ki erre a vizsgalatra: amoxicillin, cefquinom,
ceftiofur, doxiciklin, flérfenikol, marbofloxacin, oxitetraciklin, trimethoprim-szulfamethoxazol,

tulathromicin, tilozin.
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8.tablazat Kilonb6z6 antimikrobialis hatdanyagok MIC (mg/L) értékei

AMX|CFQ| CTF | DOX |FFC| MBF |OTC|T-S|TUL|TYL

Bb. agri 0,5 {0,06/0,016| 0,05 | 2 | 0,5 1 |500| 0,5 0,5

B. licheniformis | >50 | 1 0,5 | 05 4 |10,125| 2 110505
B. licheniformis (W)| >5 | >8 8 |>0,05| 4 |[025|05 | 2 2 10,25
B. pumilus >5 | >8 | >2 |005]| 4 |05 |05(|>2| 1|05

B. subtilis >50 10,25| 0,25 | 0,5 1 1025| 8 1 2 105

AMX—amoxicillin, CFQ—cefquinom; CTF—ceftiofur; DOX—doxiciklin; FFC—flérfenikol;
MBF—marbofloxacin, OTC—oxitetraciklin; T-S—trimethoprim-szulfamethoxazol; TUL—
tulathromicin; TYL—tilozin

A CLSI iranyelvei alapjan jellemeztik az 6t izolatum és a tiz hatéanyag viszonyat, rezisztens,
mérsékelten érzékeny, érzékeny kategoriak szerint (CLSI, 2018b; CLSI, 2019). Mindegyik
izolatum rezisztens volt legalabb egy antibiotikummal szemben, viszont a hatéanyagok
tobbségével szemben mindegyik érzékenynek bizonyult. Az eredményeket a 9: tablazat

foglalja 6ssze.

9.tablazat Kivalasztott izolatumok érzékenysége tiz kiilénbdzé antibiotikummal szemben

AMX| CFQ | CTF |DOX| FFC [MBF |OTC | T-S | TUL | TYL
Brevibacillus agri E E E E E E E R E E
Bacillus licheniformis| R E E E E E E E E E
B. licheniformis (W) | ME | R R E E E E E E E
B. pumilus ME| R | ME | E E E E | ME| E E
B. subtilis R E E E E E R E E E

AMX—amoxicillin, CFQ—cefquinom; CTF—ceftiofur; DOX—doxiciklin; FFC—flérfenikol;
MBF—marbofloxacin, OTC—oxitetraciklin; T-S—trimethoprim-szulfamethoxazol; TUL—
tulathromicin; TYL—tilozin

E- érzékeny; ME — mérsékelten érzéken y; R - rezisztens

4.2.4 Diszkusszi6
A kutatas soran mért atlagos hivelynyalkahartya pH értékek (7,15+0,17 ellés el6tt és
7,2040,27 ellés utan) 6sszhangban vannak korabbi kutatasi eredményekkel (Westermann et
al., 2010). A kissé lugos, kdzel semleges pH érték kapcsolatba hozhat6 a Lactobacillus fajok
alacsony aranyaval. Mivel ez a nemzetség jelentés mennyiségi tejsav metabolit termelésére
képes, mas fajokban, mint példaul a féemléstkben és emberben, gyakran alacsonyabb hivelyi
pH fenntartasat okozzak (Swartz et al., 2014). BECKWITH-COHEN és munkatarsai (2012) 5,52
és 8,60 kozotti huvelyi pH tartomanyt irtak le, az atlagos értéket tébbszor ellett izraeli holstein
tehenek esetében 7,35-nek mérték. Kutatasuk szerint a vemhesség idészakatol fliggetlendl a
tehenek hivelyi pH értéke nagyobb valtozatossagot mutat, mint az elséborjas Usz6ke, és a
tehenek pH értéke altalaban alacsonyabb (Beckwith-Cohen et al., 2012). A pH szabalyzasa

|étfontossagu a mikrobialis koloniak stabilitasanak megdrzése szempontjabdl, mivel a jétékony
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hatasu baktériumok mennyiségére és tulélé képességére jelentés hatast gyakorol. A hivelyi
pH érték alapjan, a normal tartomany felmérését kdvetéen, megbecsulhetjik a nemi szerveket
érinté betegségekre és fert6zésekre vald fogékonysag mértékét.

Az egészséges tehenek hivelyi mikrobiotajaban azonositott, tébbségében Gram-pozitiv
baktériumfajok 6sszhangban vannak a korabbi tanulmanyokban leirt hasonlé mikrobiota
Osszetétellel (Bicalho et al., 2017b; Quereda et al., 2020; Adnane és Chapwanya, 2022;
Adnane és Chapwanya, 2024). A harom leginkabb tulsulyban lévé nemzetség (Bacillus,
Streptococcus és Staphylococcus) fontos szerepet jatszhat az egészséges hlvelyi kdrnyezet
stabil fenntartasaban. Fontos kiemelni a Bacillus nemzetséget, amelyikbe a legtobb faj
tartozott, ezeknek a baktériumoknak ugyanis potencialis probiotikus hatast tulajdonitanak,
amivel hozzajarulhatnak a mikrobialis homeosztazis fenntartasahoz és a patogénekkel
szembeni védekezéshez (Muras et al., 2021; Adnane és Chapwanya, 2024).

Ot baktériumtorzset (Brevibacillus agri, két kilonbdzd Bacillus licheniformis térzs, Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis) valasztottunk ki antibiotikum rezisztencia vizsgalatokra. Ezeknek a
nem-patogén térzseknek a szakirodalom potencialis probiotikus hatast tulajdonit (Stein, 2005;
Sanders et al., 2006; Earl et al., 2008; Rodloff et al., 2008; Voigt et al., 2009; Westermann et
al., 2010; Naeem et al., 2018; Muras et al., 2021; Adnane és Chapwanya, 2024), ezaltal
felmerdl a lehetéség arra, hogy intravaginalis probiotikus készitményben alkalmazhatok
legyenek. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok soran a béta-laktamaz rezisztencia gén
nem minden esetben vezetett béta-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztencia
kialakulasahoz. A class A béta-laktamazt kédold gén jelenléte az amoxicillinnel szembeni
magas foku rezisztenciaval jart egyltt. Azonban a class D béta-laktamazt kodold génnel
rendelkez6 baktériumok nem mutattak konzisztensen rezisztenciat a vizsgalt béta-laktam
vegylletekkel szemben. Az egyes torzsek béta-laktam antibiotikumokkal szembeni
rezisztencigja aggodalomra adhat okot, mivel megerésiti a tehenészeti telepeken torténd
antibiotikum hasznalat potencialis hatasat a rezisztens térzsek kivalasztdédasaban (Neculai-
Valeanu et al., 2024). Mindazonaltal a vizsgalt izolatumoknak az antibiotikumok tébbségével
szembeni atlagos érzékenységi szintje arra utal, hogy az antimikrobialis kezeléseknek jelentés
hatasa lehet a kommenzalis baktériumokra kisérleti korilmények kozott. Az egyes
izolatumokban azonositott rezisztencia gének, kilénds tekintettel a béta-laktamaz és
tetraciklin rezisztenciat kédoldkra, tovabbi vizsgalatokat igényelnek annak elbiralasara, hogy
hozzajarulhatnak-e a horizontalis iranyu géntranszferhez a szarvasmarha nemi Utjainak
mikrobiotajaban (Rodrigues et al., 2015; Wang et al., 2016). Eredményeink megerésitik azokat
a korabbi megallapitasokat, amelyek szerint a probiotikumok szerepének vizsgalata a
mikrobiom egyensulyanak fenntartasaban és az antibiotikumok altal okozott diszbidzis
hatasainak mérséklésében egy igéretes kutatasi irany (Sanders et al., 2006; Panda et al.,
2014).
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4.3 Potencialis probiotikumok in vitro vizsgalata sejttenyészeten

4.3.1 Célkitlizés
Jelen vizsgalat célja az volt, hogy in vitro korulmények kozott vizsgaljuk a kivalasztott
baktérium izolatumoknak a sejtek tulél6képességére kifejtett hatasat Bovine Endometrial
Epithelial Cell (BEnEpC) sejteken. Arra voltunk kivancsiak, hogy a vizsgalt baktériumtérzsek
karos hatassal vannak-e a szarvasmarha eredetli endometrialis epithel sejtekre in vitro

korulmények kozott.

4.3.2 Anyag és médszer
A vizsgalatok soran az alabbi taptalajokat hasznaltuk: BHI agar, Thioglikolat-agar. A
vizsgalatok soran a kdvetkez6 baktérium térzseket hasznaltuk:

o Trueperella pyogenes 0469/11/8

e Brevibacillus agri 501/11/122

e Bacillus coagulans NCAIM B01086

e Bacillus coagulans LMG6326

e Bacillus pumilus 0501/4
A baktériumtorzsek kivalasztasanal figyelembe vettik a korabbi rezisztencia vizsgalataink
eredményeit, a szakirodalmi adatokat — a négy kivalasztott potencialisan probiotikus térzs
esetében még nem all rendelkezésre megalapozott tudomanyos eredmény az in vitro
kérilmények kozott kifejtett hatasrol, valamint kilénb6zé gyartastechnolégiai szempontokat,
ugymint tuléléképesség, kolonizald képesség, nagy volumenben térténd elballitas lehetésége,
eltarthatésag. A hivelyi mikrobiomban korabban izolalt baktériumok koézll jelen kisérleti
szakaszban a Brevibacillus agri-t és a Bacillus pumilus-t hasznaltuk fel, izolatumbdl nyert
standard torzs formajaban. A dolgozatban bemutatott kisérletek a termékfejlesztés kiilonb6z4
fazisai koziul a tudomanyos szempontbdl legrelevansabb Iépéseket fedik le, ezek mellett a
termékfejlesztés soran tobb kildénbdzé baktériumkeverék is kiprobalasra kertilt. A Brevibacillus
agri allando probiotikus dsszetevéként szerepelt, a tébbi baktériumot valtoztattuk.
a centrifuga csdveket 20+4 6ran at 37°C-on inkubaltuk razatassal. Az inkubalast kévetéen
steril mintavétel utan mikroszkdpos vizsgalattal ellendriztik a sejtek allapotat, mennyiségét, a
tenyészetek homogenitasat. Mértik a pH-t, valamint meghataroztuk a sejtszam (CFU/ml)
értéket. Mikrobiologiai tenyésztés soran a Bacillus nemzetségbe tartozo térzseket 37°C-on
Thioglikolat-agaron, a Trueperella pyogenes-t 37°C-on 5% birkavérrel kiegészitett Columbia
agaron inokulaltuk. A BEnEpC sejteket T75 sejttenyésztd flaskan tartottuk fennt. A sejteket a
90-95%-0s konfluencia elérését kdvetben tripszin-EDTA kezelés segitségével lemostuk.
Trypan Blue festést kovetden meghataroztuk a sejtkoncentraciot és a sejtek életképességét

(Invitrogen™ Countess 3 automata sejtszamlald, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
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Egyesiilt Allamok). A kiindulasi BEnEpC sejttenyészet 93%-os életképességet (viability)
mutatott, sejtszama 1,67*10° sejt/ml volt. A varhaté tenyésztési id6tél fliggéen kétféle oltasi
protokollt (inokulum koncentraciot) hasznaltunk a 6-lyuku tenyésztéedényre (Corning™
Transwell™ Multiple Well Plate with Permeable Polycarbonate Membrane Inserts) torténd
leoltashoz:

e 3 napos tenyésztési id6: 3x10° sejt/well

e 5 napos tenyésztési idé: 10° sejt/well
A beoltott lemezeket 37°C-on széndioxid termosztatban (5% széndioxid atmoszféraban)
inkubaltuk. Ezekhez a 95-100% konfluenciaju sejttenyészetekhez adtunk meghatarozott
mennyiségli baktérium sejtet és limfocitat DMEM/F12 (Dulbecco’'s modified eagle
medium/nutrient mixture F-12 ) tapoldatban reszuszpendalva. A vizsgalatok soran MOI 1 és
10 értékeket (multiplicity of infection, a hozzaadott baktériumok és a célsejtek aranyat leird
érték) alkalmaztunk. Ezt kovetbéen a 6-lyuku tenyésztbedényeket 37°C-on 5% széndioxid
atmoszféraju termosztatban inkubaltuk. A well-eken sejtszam/well és életképesség
meghatarozast végeztiink a sejtszamlalé automata segitségével. A vizsgalatok soran az alabbi
kisérleti elrendezéseket alakitottuk ki:

e Kontroll BEnEpC

e BENEpC + Brevibacillus agri

e BENEpC + LAB mix

e BENEpC + Trueperella pyogenes

o BENEpC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri

o BENEpC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri + LAB mix
A kisérletben hasznalt LAB mix-et a Bacillus coagulans NCAIM B01086, Bacillus coagulans
LMG6326 és Bacillus pumilus 0501/4 alkottak.
A mikroszkdpos vizsgalat soran a sejteket érint6 karos hatasok fizikalis jeleit kerestuk, ugymint
az egyrétegl sejttenyészet hézagossaga, sejtek lekerekedése, sejtek méretének
lecsokkenése, sejtgranulacié. Transzepithelialis elektromos ellenallas mérést (trans epithelial
electrical resistance — TEER) végeztiink MOI 1 (1 baktérium / 1 sejt) és MOI 10 (10 baktérium
/ 1 sejt) értékek mellett az el6bb emlitett kisérleti elrendezéseken, amely vizsgalat soran 4 6ran
keresztul 6ranként transzmembran vezet6képesség mérést végeztink minden lyukban 3
ponton (EVOM epithelial Voltohmmeter, World Precision Instruments, Florida, Egyesilt
Allamok).
A statisztikai probak soran minden esetben p<0,05-nél hataroztuk meg a szignifikancia szintjét.
Az elemzés soran hasznalt statisztikai préba One-Way ANOVA volt Tukey post hoc teszttel, a
vizsgalt paraméterek a sejtkoncentracié és a transzmembran vezetdképesség voltak. Az

elemzéseket az R statisztikai kdrnyezetben végeztik (R Core Team, 2024).
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4.3.3 Eredmények
Nem talaltunk szignifikdns kulonbséget a kulénbdzd kisérleti elrendezések kozott a
sejtkoncentraciot, a sejtek életképességét és a transzmembran vezetbképességet tekintve,
ami azt jelenti, hogy a vizsgalt baktériumtérzsek nem fejtettek ki karos hatast a szarvasmarha
eredetl endometrialis epithel sejtekre in vitro korilmények kozott.
Az egyes Kkisérleti elrendezéseken tapasztalt jellemz6 mikroszkopos képeket az értekezés
mellékletében jelenitjik meg.
Vizsgalataink soran a kisérleti elrendezések kozott nem talaltunk szignifikans kildnbséget a
transzmembran vezet6képesség tekintetében sem 1 baktérium / 1 sejt, sem pedig 10
baktérium / 1 sejt elrendezésben, azaz a kivalasztott baktériumokkal végzett kezelés nem
befolyasolta negativan a sejttenyészet fellileti védekezd képességét, integritasat. Minden
egyes kisérleti elrendezésben tobbszér is ismételten elvégzésre kerilltek a mérések, a
tablazatok egy-egy jellemzé kisérleti eredményt mutatnak be. A kontroll esetében a TEER
értékek folyamatosan néttek, ami stabil, egészséges sejtréteg jelenlétére utal. A BEnEpC +
Brevibacillus agri és a BEnEpC + LAB mix TEER értékek MOI 10 mellett 4 6ranal a kiindulasi
értéket és a kontroll 4 6ranal mért értékét meghaladtak, ami pozitiv hatasra utal. A BEnEpC +
Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri és a BEnEpC + Trueperella pyogenes +
Brevibacillus agri + LAB mix TEER értékei is nOvekvé tendenciat mutattak a vizsgalatok soran.
Erdekesség, hogy a BEnEpC + Trueperella pyogenes kisérleti elrendezésben nem
tapasztaltuk a vart negativ hatast, vagyis a TEER értékek csokkenését.
MOI 1 érték mellett a TEER vizsgalat soran mért atlagértékeket a 10. tablazat és a 3. abra

mutatja be.

10.tablazat Transzmembran vezetdképesség atlagértékek (Ohm) MOI 1 érték mellett 4 6ran

at mérve
Idé

Kisérleti elrendezés 1 6ra 2 6ra 3 dra 4 6ra
Kontroll BEnEpC 456,3 | 452,7 | 479,7 | 483,0
BENEpC + Brevibacillus agri 460,3 | 433,0 | 453,0 | 4353
BENEpC + LAB mix 467,3 | 452,7 | 482,0 | 4717
BEnEpC + Trueperella pyogenes 472,3 | 446,7 | 471,3 | 473,3
BENnEpC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri 459,3 | 445,7 | 477,7 | 488,3
BENnEpC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri + LAB
ix 453,3 | 449,3 | 464,3 | 487,3
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Ohm

—+— Kontroll BEnEPC
—+— BENEPC + Brevibacillus agri
BEnEPC + LAB mix
BENEPC + Trueperella pyogenes
—+ BENEPC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri
—s—- BENEPC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri + LAB mix
3.4bra Transzmembran vezetéképesség atlagértékek (Ohm) MOI 1 érték mellett 4 6ran at

mérve

MOI 10 érték mellett a TEER vizsgalat soran mért atlagértékeket a 11. tablazat és a 4. abra

mutatja be.

11.tablazat Transzmembran vezetéképesseég atlagértéekek (Ohm) MOI 10 érték mellett 4 6ran

at mérve
Idé

Kisérleti elrendezés 1 6ra 2 6ra 3 dra 4 6ra
Kontroll BEnEpC 4527 4527 472,3 475,7
BENnEpC + Brevibacillus agri 437,3 | 429,0 | 433,7 | 486,0
BENnEpC + LAB mix 4427 | 444,7 | 471,7 | 480,0
BENnEpC + Trueperella pyogenes 449,7 | 449,7 | 474,3 | 4743
BENnEpC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri 451,3 | 450,3 | 486,7 | 473,3
BENnEpC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri + LAB
ix 456,3 | 452,7 | 479,7 | 483,0

54



1 (6ra)

—e— Kontroll BENEPC
— BENEPC + Brevibacillus agri
BEnREPC + LAB mix
BEnEPC + Trueperella pyogenes
—+— BEREPC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri
—»- BENEPC + Trueperella pyogenes + Brevibacillus agri + LAB mix

Transzmembran vezetéképesséeg (Ohm)

4.abra Transzmembran vezet6képesség atlagértékek (Ohm) MOI 10 érték mellett 4 6ran at

mérve

4.3.4 Diszkusszi6
A TEER vizsgalati modszer egy altalanosan elfogadott technika az egyrétegli endothelialis
vagy epithelialis sejttenyészeteken a sejtek kézotti kapcesolat, a tight junction-6k integritasanak
kvantitativ jellemzésére (Srinivasan et al., 2015). Az eddigi kutatasok els6sorban a Bacillus
nemzetség emésztérendszer epithel sejtjeire gyakorolt hatasat vizsgaltak. RHAYAT és
munkatarsai (2019) kutatasuk soran 3 kilonbdzé Bacillus subtilis torzset vizsgaltak a
bélrendszer epithel sejtjeit modellez6 Caco-2 sejttenyészeteken, a sejtréteg ellenallo-
képességének és gyulladassal szembeni ellenallo-képességének szempontjabdl. A
vizsgalatok célja a broiler emésztérendszeri egészségét tamogatd potencialis probiotikus
hatds igazolasa volt. Mindharom torzset azonos koncentracioban vizsgaltak az
Osszehasonlithatosag érdekében, amely koncentraciét el6zetes vizsgalatok soran hataroztak
meg. TEER vizsgalatok soran ugyanis megallapitottak, hogy a kezelés hatasa dozisfuggd, a
maximalis hatast 10" CFU/ml koncentracio mellett érhetik el. A harom vizsgalt torzs egymastol
szignifikansan eltérd, akar egymassal ellentétes hatast mutatott a TEER vizsgalatok soran, és
csak az egyik torzs esetében lehetett megallapitani a sejttenyészet ellenallé-képességének
ndvekedését. Az eredmények arra utalnak, hogy a TEER vizsgalat soran mérheté hatasok
torzsspecifikusak, igy minden, potencialisan probiotikumként alkalmazni tervezett torzs
esetében szikséges az in vitro vizsgalatok elvégzése (Rhayat et al., 2019). Szintén az
emeésztbérendszert helyezte fokuszba BOLL és munkatarsai (2024) kutatasa is, akik egy Bacillus
paralicheniformis és egy Bacillus subtilis térzs kérédz6k emésztérendszerére gyakorolt

potencialis probiotikus hatasat vizsgaltak in vitro koérilmények kozott. A  Caco-2
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sejttenyészeteket a vizsgalt baktériumokkal el6kezelték, majd ehhez adtak a kisérletek soran
sejtkarosité anyagokat, az oxidativ stresszt modellez6 H.O.-t és a deoxynivalenol nevi
mikotoxint. TEER vizsgalattal 14 oran keresztul o6ranként mérték a transzmembran
vezetbképességet. Eredményeik szerint a baktériumokkal végzett elékezelés novelte a sejtek
kozotti kapcsolatok erésségét a kontroll csoporthoz viszonyitva, és csdkkentette mind a H20o,
mind pedig a deoxynivalenol sejtkarosité hatasat, habar a kontroll csoportnal mért értékekhez
képest kisebb vezetéképességet mutattak ezek a sejttenyészetek (Boll et al., 2024). GU és
munkatarsai (2014) is egy Bacillus subtilis térzs deoxynivalenollal szembeni protektiv hatasat
vizsgaltak, amelyhez sertés eredetli bélhamsejteket hasznaltak. Méréseik szerint a
baktériummal végzett el6kezelés mérsékelte a mikotoxin permeabilitasnével hatasat, vagyis
a TEER vizsgalat soran mért vezetbképesség-csdkkenés szignifikansan kisebb mértéki volt
ebben a kisérleti elrendezésben, mint a kizarélag deoxynivalenollal kezelt sejttenyészeteken
(Gu et al., 2014). Ugyancsak sertés eredetli bélhamsejteken végeztek Kkisérleteket
PALKOVICSNE PEZSA és munkatarsai (2022) is, akik egy Bacillus licheniformis és egy Bacillus
subtilis térzs potencialis probiotikus hatasat vizsgaltak. A Bacillus licheniformis kezelés nem
gyakorolt szignifikans hatast a sejtek ateresztéképességére, a Bacillus subtilis kezelés viszont
Onmagaban ndévelte a permeabilitast. Egyik baktériumtérzs sem volt képes szignifikans
védbéhatast gyakorolni a sejttenyészetekre E. coli és Salmonella Typhimurium fertézéssel
szemben (Palkovicsné Pézsa et al., 2022).

BRUTSCHER és munkatarsai (2022) Caco-2 sejttenyészeten vizsgaltak egy Bacillus subtilis
torzs bélhamsejtek életképességére és atereszté-képessegeére gyakorolt hatasat. Kisérleteik
soran nem tapasztaltak szignifikans kulénbséget a baktériummal kezelt és a kezeletlen kontroll
sejttenyeészetek kozott az elektromos vezetSképesseg tekintetében TEER vizsgalat
segitségével. Nem volt szignifikans kiulonbség a sejtek életképessége szempontjabdl sem a
baktériummal kezelt és a kezeletlen kontroll sejttenyészetek kozott (Brutscher et al., 2022).
Human kutatasok zajlanak bizonyos Brevibacillus fajoknak, illetve azok bioaktiv
hatdanyagainak tumorellenes alkalmazasaval kapcsolatban, amelyeknek éppen a fenti
vizsgalatokkal ellentétes célja van, vagyis a baktériumokkal végzett kezeléstdl a rakos sejtek
életképességének csdkkentését, ateresztéképességének névelését varjak (Chen et al., 2023;
Hamedo et al., 2023).

Az eredmények klldénbozésége arra utal, hogy a hamsejtekre kifejtett pozitiv vagy negativ
hatasok rendkivil térzsspecifikusak, minden potencialisan probiotikus hatasu térzs esetében
el kell végezni a célsejteken a sejtek életképességének és elektromos vezetbképességének
elbiralasat, nem lehet altalanositani. Vizsgalataink ezen a terlileten Uj eredményeket
biztositanak a Brevibacillus agri esetében dnalléan és a Bacillus coagulans NCAIM B01086,
Bacillus coagulans LMG6326 és Bacillus pumilus 0501/4 térzsek alkotta kombinacios kezelés

tekintetében.
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4.4 Probiotikumot tartalmazé készitmény célallat artalmatlansagi és biztonsagossagi
vizsgalata

4.4.1 Célkitlizés
Jelen vizsgalat célja az volt, hogy egy ujonnan kifejlesztett, a tehenek ellés koruli id6szakara
jellemz8 szaporodasbiolégiai betegségeket célz6 intravaginalis probiotikus készitmény

biztonsagossagat és a beadas helyén a vele szembeni toleranciat ellenérizzuk.

4.4.2 Anyag és médszer
Osszesen 24 egészséges, nem vemhes holstein-friz tehenet valogattunk be a vizsgélatba a
tehénpar modszer segitségével, a korabbi ellések szama, a laktacios napok szama és a
vizsgalatot megel6z6 héten mért napi atlagos tejtermelés alapjan, egy magyarorszagi
nagylétszamu tehenészeti telep selejtezésre varo allatai kozil. Az allatok bevalogatasanak a
szempontjai a kovetkez6k voltak: selejtezésre vard, nem vemhes tehén, ugyanabban a
termelési csoportban, altalanos gyulladasos tinetekkel jaré allapotoktdl mentes. Ezek olyan
tehenek, amelyek a telepi protokoll szerinti maximalis szamu (6) termékenyités utan sem
vemhesultek. Négy kliléonb6z6 kezelési csoportba soroltuk éket. A kisérlet tervezésénél és
megvaldsitasanal az Eurdépai Gydgyszerligyndkség ajanlasait és modszertanat kovettik,
amelyek meghatarozzak a résztvevd allatok szamat, a csoportositast és a vizsgalando
paramétereket a VICH GL9 (2000) és GL43 (2008) ajanlasok alapjan a gyogyhatasu termékek
nem klinikai tolerancia vizsgalatara vonatkozéan. Az allatok egészségességének ellenérzese
érdekében fizikalis vizsgalatot végeztink, beleértve a rektalis testhdmérséklet mérését és a
vaginoszkopiat is, pontoztuk 0-3-as skalan a VD értékét (Sheldon et al., 2006; Sheldon et al.,
2009), 1-5-6s skalan a testkondicio-pontszamot (Ferguson et al., 1994) és 1-5-6s skalan a
santasagot (Sprecher et al., 1997). A kisérletben részt vevé teheneket az alabbi csoportokba
osztottuk: kontroll (csak vivbanyag, n=6); 1X (a tervezett dozis, n=6); 3X (a tervezett dozis
haromszorosa, n=6); 5X (a tervezett dozis 6tszordse, n=6). Az egyes csoportokba tartozo

tehenek adatait a 12. tablazat foglalja 6ssze.

12.tablazat A kisérletben résztvevd tehenek adatai (atlagtszoras)

Csoport Kontroll 1Xx 3x 5x

Ellések szama 2,0+0,9 1,8+0,8 1,8+1,3 2,2+1,9
Laktaciés napok szama 467,7+129,8 456,5+69,6 441,2+102,4 482,0+96,8
Tejtermelés (L/nap) 26,6+10,6 24,346,5 23,244,5 25,946,5
Testkondicié-pontszam 3,1£0,4 3,6x0,7 3,210,5 3,5+1,0
Santasag 2,3+0,5 2,0+0,9 2,2+1,0 2,0£0,9

Tejtermelés: a kisérletet megel6z6 héten mért napi atlagos tejtermelés
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A vizsgalt készitmeényt (13.tablazat) a tehenek hlvelyébe fecskendeztik a méhnyakhoz kdzeli
terdletre steril fecskend6bél, steril mianyag katéter segitségével napi egy alkalommal harom
egymast kdveté napon, ami a tervezett beadasi gyakorisag haromszorosa. A kezelések soran
minden esetben 10 ml készitményt fecskendeztlink be, és az oldat baktérium koncentraciojat
a 3X és 5X csoportokban az 1X csoportnal alkalmazott koncentracié harom- illetve 6tszordsére

emeltuk.

13.tablazat A vizsgalt készitmény 6sszetétele
Vivéanyagok 1,5% HEC, 1,0 % dextréz PBS pufferoldatban; pH=6,0

Prebiotikus komponens 1,0% inulin

Probiotikus komponens Limnosilactibacillus fermentum 1x108 CFU/adag*,
Lactplantibacillus plantarum 1x10® CFU/adag,
Limnosilactibacillus reuteri 1x108 CFU/adag,
Lacticaseibacillus rhamnosus 1x108 CFU/adag,
Pediococcus pentosaceus 1x108 CFU/adag,
Brevibacillus agri 5x108 CFU/adag

* A beadott adag minden esetben 10 ml volt. A 3X és 5X csoportok esetében ugyanakkora

mennyiségli vivbanyagban haromszor- illetve 6tsz6r magasabb CFU doézist alkalmaztunk.

A készitmeény Osszetételének meghatarozasa soran a Brevibacillus agri-val kapcsolatos
korabbi sajat vizsgalataink eredményeit, a tejsavbaktériumokra vonatkozdéan pedig
szakirodalmi adatokat hasznaltunk fel. A mikrobiom meghatarozasra vonatkozé korabbi
vizsgalataink soran mas kutatasokhoz képest kevés tejsavbaktérium izolatumot sikerilt
azonositanunk. A készitmény 6sszetételének meghatarozasakor a tejsavbaktériumok elvart
szerepe ebbdl addéddan az élettaninal alacsonyabb pH érték kialakitasaval a patogének
eliminalasa volt, ezzel teret engedve a Brevibacillus agri kolonizalasanak, ami allando
probiotikus dsszetevéként szerepelt. Varakozasainknak megfeleléen a beadas utan két héttel
elvégzett kontroll tenyésztés eredménye azt mutatta, hogy a tejsavbaktériumok mar nem
tenyésztheték ki a hiivelyvaladékbdl, azonban a Brevibacillus agri 14 nap elteltével is stabil
alkotéja maradt a hivelyi mikrobiétanak a kezelést kovetéen. Habar a készitmény
fejlesztésének korabbi fazisaiban egyéb potencialis probiotikus komponensek vizsgalatat is
elvégeztik, ezeket veégul gyartastechnoldgiai szempontokat is figyelembe véve nem
hasznaltuk fel. A korabban vizsgalt Bacillus izolatumokat a spéraképz6 képességuk miatt az
eltarthatésag, tuléléképesség szempontjabol megfelelének tartottuk, azonban 6sszességében
végul nem feleltek meg a gyartas soran tamasztott kdvetelményeknek, igy a végleges

készitménybe mar nem kerlltek bele.
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A kisérlet soran szamos vizsgalatra és mintavételre kertilt sor, ezeket a 5.abra foglalja 6ssze.
Minden kezelés el6tt, valamint az utolsé kezelést kdvetben egy, illetve két héttel elvégeztik a
testkondicid pontozasat, a rektalis testhémérséklet mérését (VT 1831 digitalis allatorvosi
hémérd, Microlife A.G., Widnau, Svajc) és a hlvelynyalkahartya megtekintéses vizsgalatat
spekulumon keresztul. Vér- és vizeletmintat vettink az elsé kezelést megel6z6en, valamint az
utolso kezelést kovetéen egy nappal, illetve két héttel. A vérmintakat a v. coccygea-bol vettuk
nativ, EDTA-s és NaF-os vérvételi csovekbe (Vacuette, Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiunster, Ausztria). Az EDTA-s mintakbdl hematoldgiai vizsgalatokat (mennyiségi és
min6éségi vérkép), a NaF-os mintakbdl vércukorszint-mérést, a szérum mintakbdl pedig az
alabbi paramétereket hataroztuk mge: AST, alanin-aminotranszferaz (ALT), alkalikus foszfataz
(ALP), GGT, &sszbilirubin, direkt bilirubin, 6sszfehérje, albumin, albumin/globulin arany,
szérum amiloid A, haptoglobin, koleszterin, triglicerid, BHB, nem észterifikalt szabad zsirsav
(NEFA), karbamid, kreatinin, anorganikus foszfat, natrium, kalium, kalcium, magnézium, klor,
vas, kreatin-kinaz (CK), laktat-dehidrogenaz (LDH). Amikor a tehenek természetes maédon
vizeletet Uritettek a vérvétel alkalmaval, vizeletmintakat is gy(jtottink. A vizeletmintakat
allatorvosi hasznalatra gyartott tesztcsikokkal vizsgaltuk (Kruusevet-10 Urine Strips, Lot.
220511, Jorgen Kruuse A6S, Langeskov, Dania) a kovetkez6 paraméterek tekintetében:

urobilinogén, glikdz, bilirubin, ketonanyagok, sirliség, vér, pH, fehérje, nitrat, fehérvérseijt.

Akklimatizacios
idészak

‘ Kezelés ‘ ‘ Kezelést kdvets
iddszaka megfigyelési id§szak

| o> e >
{
(N _
Naponkénti ¥ Naponkénti Naponkénti
medfigyelés 1. 2. 3. medfigyelés megfigyelés
kezelés kezelés kezelés
Vizsgalat Vizsgélat Vizsgalat Vizsgalat Vizsgalat Vizsgélat Vizsgalat
Csoportositas Vaginoszkopia Vaginoszkopia Vaginoszkdpia  Vaginoszkopia Vaginoszképia Vaginoszkopia
Pontozas Pontozas Pontozas Pontozas Pontozas Pontozas
_Vérvétgl Veérvétel Veérvétel
Vizeletvétel Vizeletvétel Vizeletvétel

5.abra A kisérlet soran elvégzett vizsgalatok, mintavételek és kezelések
Vizsgalat: fizikalis vizsgalat rektalis testhbmérséklet méréssel

Pontozas: testkondicié-pontszam, santasag, hiivelyi nyalka

A statisztikai elemzéseket az R 4.4.3 (R Core Team, 2025) program segitségével végeztik el.
Az atlagok dsszehasonlitasat ANOVA modszerrel végeztiik, amit utdlagos dsszehasonlitas
kovetett Tukey’s 'Honest Significant Difference’ modszer szerint. A kilénbségeket akkor

tekintettlk szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt 0,05-nél.
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4.4.3 Eredmények

A fizikalis vizsgalatok soran nem volt szignifikans kilénbség a csoportok kézott. A rektalis
testhémérséklet, a klinikai 6sszbenyomas és a huvelynyalkahartya valtozatlan maradt minden
csoportban. A hematolégiai paraméterek — beleértve a fehérvérsejtszamot (WBC), a
kiilénbdz6 tipusu leukocytak szamat (neutrophil, lymphocyta, monocyta, eosinophil, basophil),
vorosveérsejtszamot (RBC), hemoglobin koncentraciot, hematokritot és thrombocytaszamot —
a fiziologias értékhatarokon belll maradtak. A vizeletvizsgalat soran minden mintavételnél
negativnak bizonyultak a mintak urobilinogénre, bilirubinra, glikdzra, ketonanyagokra és
fehérvérsejtekre. A biokémiai és hematoldgiai vizsgalatok, valamint a vizelet slrliség és pH
mérések eredményeit a 14., 15. és 16. tablazatok foglaljak 6ssze. A mintavételek soran egyik
vizsgalt paraméter esetében sem volt szignifikans eltérés a fizioldgias értékhataroktol, amibél
arra kovetkeztethetlink, hogy az alkalmazott probiotikus készitmény nem volt karos hatassal
a kezelt tehenek egészségi allapotara szisztémasan. Bizonyos paraméterek esetében adott
kezelési csoporton belil a kilénb6zd idépontokban gydjtétt mintak eredményei kozott
statisztikailag szignifikans kilénbséget mértink. Az ALT koncentracié mindegyik csoportban,
beleértve a kontroll csoportot is, az utolsé kezelés utan egy nappal megemelkedett (15.
tablazatban felsé indexben a betlvel jeldlve). A karbamid koncentracié pedig mindegyik
kezelési csoportban szignifikansan cstkkent az utolsé kezelés utan egy nappal, illetve két
héttel (15. és 16. tablazatokban fels6 indexben k betlivel jeldlve).
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14.tablazat Vérvizsgalati eredmények, valamint vizelet sirliség és pH értékek a kiloénbdzé

kezelési csoportokban a probiotkus készitmény elsé beadasat megel6zéen. A tablazatban a

mért adatok median értékei és az interkvartilis régiok szerepelnek. (n=24)

Paraméter Mérté'k- Referen’cia
egység tartomany Kontroll 1X 3X 5X

AST UL 78-132 97 (91-115) 85 (71-112) 88 (75-104) 95 (87-153)
ALT UL 10-35 40 (36-41) 33 (28-39) 33 (32-38) 37 (31-37)
ALP uiL 20-150 148 (112-213) 181 (127-209) 199 (169-237) 186 (166-193)
GGT UL 10-35 23 (20-26) 27 (19-32) 23 (18-31) 29 (24-34)
Osszfehérje gL 66-78 75 (74-77) 80 (78-84) 75 (74-76) 74 (73-76)
Albumin gL 25-38 33 (31-34) 32 (31-33) 33 (29-33) 32 (31-32)
Albumin/Globulin arany 0.8-1.2 0.8 (0,7-0,9) 0,6 (0,5-0,7) 0.8 (0,6-0,9) 0.7 (0,7-0,8)
Szérum Amyloid A (menny.) | mg/L <20 13 (7-21) 6 (5-7) 11 (8-14) 10 (8-12)
Haptoglobin gL <05 0.2(0,2-0.2) 0,1(0,1-0.2) 0,1(0,1-0,2) 02(0,1-0,2)
Glikoz mmol/L 22-55 43 (4,1-4,5) 4.2 (4,0-4,5) 43 (4,2-4,5) 4,4 (3,9-4,6)
Osszkoleszterin mmol/L 1,3-6,0 6,2 (5,2-6,7) 42 (3,2-54) 5.2 (4,3-5,3) 4,8 (4,4-5,1)
Triglicerid mmol/L 0,08-0,20 0,00 (0,00-0,10) 0,10 (0,00-0,10) 0,10 (0,10-0,10) 0,10 (0,00-0,10)
BHB mmol/L <10 0,6 (0,5-0,7) 0,7 (0,7-0,8) 0,8 (0,7-0,9) 0,7 (0,6-0,8)
NEFA mmol/L <04 0,1(0,1-0,1) 0,1(0,1-0,1) 0,1(0,1-0,1) 0,1 (0,1-0,1)
Karbamid mmol/L 3-8 6 (6-7) 7(7-7) 7 (6-7) 7 (6-7)
Kreatinin umoliL 40-148 95 (89-99) 91 (88-94) 86 (84-93) 90 (87-92)
Foszfor mmol/L 1,47-2,63 1,70 (1,50-1,80) 1,60 (1,60-1,70) 1,70 (1,70-1,70) 2,00 (1,80-2,20)
Nétrium mmol/L 132-152 142 (142-143) 142 (141-142) 142 (141-142) 142 (141-143)
Kalium mmollL 39-58 5,0 (4,5-5,3) 4.7 (4,6-4,8) 4,6 (4,4-4,8) 4,6 (4,5-4,7)
Kalcium mmol/L 21-25 2,4 (2,3-24) 2,3(22-24) 22(22-23) 22(22-24)
Magnézium mmol/L 0.80-1,32 0,90 (0,90-1,00) 0,90 (0,90-1,00) | 1,00(0,90-1,00) | 1,00 (1,00-1,00)
Kior mmol/L 95-110 104 (103-104) 103(102-105) 103 (103-105) 104 (103-104)
Vas pmol/L 20-35 24 (23-26) 23 (21-25) 27 (25-29) 24 (22-26)
CK UL 0-350 262 (179-481) 224 (177-250) 168 (167-207) 203 (137-252)
LDH uiL 1740-2500 0 87211—624251 ) 0 92261—227277) (200241-22431 9) (122%12361 )
WBC sejtiL 4,0-12,0x10° 96 (7,4-11,7) 8,6 (7,2-10,3) 9,6 (9,1-10,8) 8,6 (7,4-9.6)
Neutrophil sejtiL 06-4,0x10° 41(2,6-6,4) 3,9 (3,2-4,0) 4.4 (3,7-4,6) 3,5 (3,4-3.7)
Lymphocyta sejtiL 20-7,0x10° 4,0 (3,1-4,6) 3,6 (3,2-4,4) 4,2 (3,7-5,1) 3,7 (3,2-5.1)
Monocyta sejtl | 0,025-0,840x10° | 4 400 (0,400-0,600) | 0,400 (0,400-0,500) | 0,500 (0,400-0,500) | 0,400 (0,300-0,500)
Eosinophil sejtiL 0.0-2,0x10° 0,6 (0,4-0,6) 0,4 (0,3-0,5) 0,4 (0,4-0,6) 05(0,3-1,0)
Basophil sejtlL 0.0-02x10° 0.1(0,1-0,1) 0.1(0,1-0,1) 0.1(0,1-0,1) 0,1(0,1-0,1)
RBC sel | 50-10,0x10" 6.5 (6,0-6,6) 6,7 (6,3-6,9) 7,0 (6,6-7,0) 6,5 (6,2-6,8)
Hemoglobin gL 80-150 105 (101-109) 106 (101-107) 109 (105-112) 110 (107-112)
Hematokrit % 24-46 30 (29-31) 30 (29-31) 31(31-32) 31(30-32)
Thrombocyta sejtiL 100 - 800 x 10° 327 (289-343) 418 (275-438) 290 (287-306) 317 (282-337)
Vizelet siirliség 1,021,045 1,000 (1,000-1,000) | 1,000 (1,000-1,000) | 1,000 (1,000-1,000) | 1,000 (1,000-1,000)
Vizelet pH 7,0-8,5

8,8 (8,1-9,0)

8,0 (8,0-8,8)

8,5 (8,0-9,0)

8,2 (8,0-8,9)
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15.tablazat Vérvizsgalati eredmények, valamint vizelet sirliség és pH értékek a kuloénbdzé

kezelési csoportokban a probiotkus készitmény harmadik (utolsé) beadasat kéveté napon. A

tablazatban a mért adatok median értékei és az interkvartilis régiok szerepelnek. (n=24)

Paraméter Mérté'k- Referen’cia
egység tartomany Kontroll 1X 3X 5X

AST UL 78-132 101 (93-112) 95 (78-146) 101 (86-116) 106 (89-157)
ALT UL 10-35 45 (40-45)° 39 (35-44)° 39 (37-43) 42 (34-45)°
ALP uiL 20-150 146 (107-188) 175 (123-190) 197 (168-236) 187 (177-201)
GGT uL 10-35 28 (25-30) 32 (25-39) 26 (24-34) 30 (26-32)
Osszfehérje gL 66-78 74 (73-76) 80 (75-84) 73 (72-76) 75 (75-76)
Albumin ol 25-38 34 (33-35) 33 (33-34) 34 (31-34) 33 (32-34)
Albumin/Globulin arany 0.8-1.2 0.8 (0,7-0,9) 0.7 (0,5-0,8) 0.9 (0,7-0,9) 0.7 (0,7-0,8)
Szérum Amyloid A (menny.) | mg/L <20 17 (8-31) 8 (6-10) 7 (5-9) 10 (8-16)
Haptoglobin gL <05 0.2(0,2-0.2) 0.2 (0,1-0,3) 0.2 (0,1-0,3) 02(0,1-0,3)
Glikoz mmol/L 22-55 47 (4,5-4,8) 47 (4,5-4.9) 48 (4,8-4.9) 4,6 (4,6-4,8)
Osszkoleszterin mmol/L 1,3-6,0 6,3 (5,7-6,6) 44 (3,3-54) 5,0 (4,6-5,4) 4,6 (4,4-5,1)
Triglicerid mmol/L 0,08-0,20 0,20 (0,10-0,20) 0,10 (0,10-0,20) 0,20 (0,20-0,20) 0,20 (0,10-0,20)
BHB mmol/L <10 0,3 (0,3-0,4) 0,3 (0,3-0,4) 0,3 (0,3-0,4) 0,3 (0,3-0,4)
NEFA mmol/L <04 0,4 (0,3-0,5) 0,2 (0,2-0,3) 0,2 (0,1-0,3) 0,2 (0,1-0,2)
Karbamid mmol/L 3-8 3 (3-3) 3 (3-3) 3 (3-3)¢ 3 (3-3)
Kreatinin umoliL 40-148 87 (85-89) 88 (85-89) 79 (75-84) 85 (81-89)
Foszfor mmol/L 1,47-2,63 1,60 (1,60-1,70) 1,60 (1,60-1,80) 1,80 (1,70-1,80) 1,80 (1,70-2,00)
Nétrium mmol/L 132-152 141 (141-142) 140 (140-141) 140 (140-141) 140 (139-141)
Kalium mmol/L 39-58 4,8(4,8-51) 4,8 (4,6-5,0) 5,0 (4,8-52) 4,9 (4,9-5,0)
Kalcium mmol/L 21-25 23(2,3-24) 22(22-24) 2,3 (2,3-24) 23(22-24)
Magnézium mmol/L 0.80-1,32 1,00 (0,90-1,20) 1,00 (1,00-1,10) | 0,90(0,80-1,10) | 1,10(1,00-1,20)
Kiér mmol/L 95-110 106 (105-107) 105 (104-106) 106 (106-106) 106 (104-106)
Vas pmol/L 20-35 24 (21-24) 23 (18-26) 24 (24-25) 24 (22-26)
CK UL 0-350 238 (217-327) 181 (156-205) 176 (148-202) 206 (147-255)
LDH UL 1740-2500 @1 o1 pa1 3) 22 1243—420380) @1 4293—428546) (226264?32004)
WBC sejtiL 4,0-12,0x10° 8,6 (6,0-9,2) 7,2 (6,7-7,6) 9,2 (8,6-9,9) 8,1 (7,7-10,0)
Neutrophil sejtiL 06-4,0x10° 3,5 (2,0-4.,6) 3,2 (2,8-3,3) 4,0 (3,5-4,7) 4,0 (3,1-5,0)
Lymphocyta sejtiL 20-7,0x10° 3,2 (2,6-3,8) 3,0 (2,7-3,3) 3,6 (3,3-4,3) 3,5 (3,0-4.2)
Monocyta sejtl | 0,025-0,840x10° | 4 400 (0,200-0,500) | 0,300 (0,200-0,500) | 0,300 (0,200-0,400) | 0,300 (0,300-0,400)
Eosinophil sejtiL 0.0-2,0x10° 0,5 (0,5-0,6) 0,4 (0,2-0,4) 0,4 (0,4-0,7) 03(0,2-0,9)
Basophil sejtlL 0.0-02x10° 0.1(0,1-0,1) 0.1(0,1-0,1) 0.1(0,1-0,1) 0,1(0,1-0,1)
RBC sel | 50-10,0x10" 6.4 (6,1-6,7) 7,2 (6,7-7,4) 6,8 (6,5-7,0) 6.7 (6,7-7,3)
Hemoglobin gL 80 - 150 108 (103-114) 112 (104-120) 110 (107-113) 119 (117-124)
Hematokrit % 24-46 30 (28-33) 32 (30-33) 31 (30-32) 33 (33-34)
Thrombocyta sejtiL 100 - 800 x 10° 310 (287-370) 383 (207-414) 338 (207-374) 314 (246-348)
Vizelet siiriiség 1,021,045 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) | 1,00 (1,00-1,00) | 1,00 (1,00-1,00)
Vizelet pH 7,0-8,5

9,0 (8,6-9,0)

8,5 (8,5-8,5)

8,5 (8,5-8.5)

8,8 (8,5-9,0)
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16.tablazat Vérvizsgalati eredmények, valamint vizelet sirliség és pH értékek a kuloénbdzé

kezelési csoportokban a probiotkus készitmény harmadik (utolsé) beadasat kdvetben két

héttel. A tdblazatban a mért adatok median értékei és az interkvartilis régiék szerepelnek.

(n=24)
Paraméter Mérté'k- Referen’cia
egység tartomany Kontroll 1X 3X 5X
AST UL 78-132 109 (79-130) 89 (79-131) 84 (78-108) 107 (87-138)
ALT UL 10-35 43 (38-44) 36 (32-41) 37 (35-40) 40 (33-42)
ALP UL 20-150 130 (100-185) 166 (107-206) 208 (161-267) 169 (157-187)
GeT UL 10-35 24 (19-28) 30 (21-37) 27 (21-31) 28 (25-31)
Osszfehérje gL 66-78 76 (73-78) 80 (75-82) 72 (68-75) 75 (72-78)
Albumin gL 25-38 33 (32-34) 32 (31-33) 32 (30-33) 31 (30-34)
Albumin/Globulin arany 0,8-1,2 0,8 (0,7-0.8) 0,6 (0,6-0,7) 0,8 (0,7-0,9) 0,7 (0,7-0,8)
Szérum Amyloid A (menny.) mg/L <20 9 (6-18) 9 (5-13) 8 (7-9) 9 (6-13)
Haptoglobin oL <05 0,4 (0,2-0,4) 0,3 (0,2-0,3) 0,3 (0,2-0,3) 0,3 (0,3-04)
Gliikoz mmol/L 22-55 44 (4,4-4,6) 46 (4,5-4,8) 48 (4,7-53) 44 (4,2-4.6)
Osszkoleszterin mmol/L 1,3-6,0 5,6 (5,0-6,2) 40(2,8-53) 47 (4,0-5,0) 42 (4,1-4.6)
Triglicerid mmollL 0,08-0,20 0,20 (0,10-0,20) 0,10 (0,10-0,20) 0,20 (0,10-0,20) 0,10 (0,10-0,20)
BHB mmollL <10 0,5 (0,4-0,6) 0,4 (0,3-0,4) 0,4 (0,4-0,5) 0,5 (0,4-0,6)
NEFA mmollL <04 0,2 (0,1-0,2) 0,2 (0,2-0,2) 0,2 (0,2-0,3) 0,1 (0,1-0,1)
Karbamid mmol/L 3-8 4 (4-4) 4 (4-4)* 4 (4-4)* 4 (4-4)*
Kreatinin pmol/L 40-148 98 (91-101) 90 (88-91) 88 (86-91) 91 (90-93)
Foszfor mmol/L 1,47-2,63 1,60 (1,50-1,80) 1,50 (1,50-1,70) 1,60 (1,50-1,60) 1,70 (1,60-2,00)
Nétrium mmol/L 132-152 142 (141-142) 139 (139-141) 139 (138-141) 141 (140-143)
Kalium mmollL 39-58 48 (4,6-5,1) 4.8 (4,6-4,9) 47 (4,5-4.7) 4.7 (4,6-4.,9)
Kalcium mmol/L 21-25 2,3(2,2-23) 22(2,2-23) 22(2,2-23) 22(2,1-23)
Magnézium mmol/L 0,80-1,32 1,10 (1,10-1,10) 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (0,90-1,10) 1,10 (1,00-1,10)
Kior mmol/L 95-110 103 (101-104) 103 (100-105) 102 (101-102) 103 (101-105)
Vas pmoliL 20-35 30 (28-32) 29 (27-30) 30 (27-31) 26 (25-7)
CK UL 0-350 168 (143-648) 210 (193-745) 169 (145-263) 181 (164-183)
LDH UL 1740-2500 2033 (1923-2511) | 2170 (2070-2373) | 2332 (2167-2569) | 2611 (2317-2990)
WBC sejtiL 4.0-12,0x10° 7,4 (6,6-8,7) 6,9 (6,1-8,9) 9,6 (8,0-11,2) 8,5 (7,6-8,9)
Neutrophil sejt/l 0.6-4,0x10° 32(2,3-3,7) 2,9 (2,6-32) 3,7 (3,4-5,3) 3,1 (2,9-3,3)
Lymphocyta sejt/l 20-7,0x10° 3,5 (2,5-4,5) 2,8 (2,7-3,0) 3,6 (3,3-4,1) 3,8(3,3-4,8)
Monocyta sejl | 0,025-0.84,x10° | 4400 (0,300-0,400) | 0,500 (0,300-0,500) | 0,500 (0,400-0,600) | 0,400 (0,400-0,500)
Eosinophil sejtlL 00-2,0x10° 0,6 (0,4-0,7) 0,2 (0,2-0,5) 0,4 (0,3-1,0) 0,5 (0,4-0,7)
Basophil sejtlL 00-0,2x10° 0,1 (0,1-0,1) 0,1 (0,0-0,1) 0,1 (0,1-0,1) 0,1 (0,1-0,1)
RBC sefll | 50-10,0x10% 6,7 (5,9-6,7) 6,5 (6,4-7,2) 6,4 (6,4-6,7) 6,6 (6,3-6,9)
Hemoglobin ol 80150 110 (104-111) 108 (100-115) 107 (102-111) 115 (109-119)
Hematokrit % 24-48 31 (29-32) 29 (28-31) 29 (28-31) 33 (31-33)
Thrombocyta sejtlL 100 - 800 x 10° 257 (209-328) 321 (279-355) 276 (266-307) 295 (217-351)
Vizelet siirliség 1,020 - 1,045 1,000 (1,000-1,000) | 1,000 (1,000-1,000) | 1,000 (1,000-1,000) | 1,000 (1,000-1,000)
Vizelet pH 7,0-8,5

9,0 (9,0-9,0)

8,5 (8,0-9,0)

8,5 (8,0-9,0)

9,0 (9,0-9,0)
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4.4.4 Diszkusszi6

Habar a probiotikumokat altalanossagban biztonsagosnak tartjuk, a hatékonysaguk és a
biztonsagossaguk torzs-specifikus. Nem feltételezhetjik, hogy egy Ujonnan azonositott torzs
ugyanazokkal a tulajdonsagokkal bir hatékonysag és biztonsagossag szempontjabdl, mint a
korabban mar tudomanyos vizsgalatoknak alavetett és jol leirt térzsek. Emiatt a szakértbk
szigoru, torzs-specifikus ellendrzé vizsgalati protokollokat javasolnak mind a hatékonysag,
mind pedig a biztonsagossag felmérésére, mielStt a probiotikum jeldlt validalasra és klinikai
kiprobalasra kerlilhetne. Egy kisérletben a Lacticaseibacillus rhamnosus CRL1332-t
tartalmazé probiotikus készitményt biztonsagosnak itélték egér modellen. A citologiai és
szdvettani vizsgalatok soran sem talaltak gyulladasos valaszreakciora utald jeleket, csak
ultrastrukturalis szinten tapasztaltak minimalis valtozast (Silva et al., 2023).

Sajat vizsgalataink soran nem tapasztaltunk kedvezétlen klinikai hatast vagy jelentds eltérést
a mért hematoldgiai és biokémiai paraméterekben, még haromszoros és 06tszorés dozis
esetén sem. Ezek az eredmények igazoljak a kisérleti készitménnyel szembeni lokalis és
szisztémas toleranciat, ami dsszhangban van korabbi biztonsagossagi vizsgalatokkal,
intravaginalisan alkalmazott probiotikus készitmények esetén (Gohil et al., 2023; Miranda et
al., 2021; Miranda et al., 2024). Erdekességképpen megemlitend, hogy enyhe, de
statisztikailag szignifikans emelkedést mértiink az ALT koncentracidban minden csoportban,
beleértve a kontroll csoportot is, az utolsé kezelést kdveté napon. Mivel ez a névekedés nem
kothet6 a probiotikus kezeléshez, tarsulhat a kezeléssel jaro stresszhez vagy az ellés koruli
metabolikus valtozasokhoz, kevésbé valdszinl, hogy majsejt-karosodasra utalna. Minden
kisérleti allat ALT szintje a normal értékhataron belll maradt, vagy csak minimalisan lépte azt
tul, és a kezelés utan két héttel elvégzett vizsgalatok idejére ismét normalizalodott. A tobbi
majenzim (AST, GGT, ALP) illetve az akut fazis fehérjék esetében nem volt megfigyelhetd
ehhez hasonlo valtozas, ami szintén igazolja a jelenség joindulatu jellegét.

Minden mérési és vizsgalati eredményt Osszesitetten értékelve kijelenthetd, hogy a vizsgalt
készitmény biztonsagosan alkalmazhaté széles terapias savban. A szisztémas és helyi
tolerancia igazolasaval lehet6ség nyilt a készitmény Kklinikai hatékonysagi vizsgalatanak
elvégzésére a tejhaszni tehenek ellés Kkorlli idészakaban jellemzd nemi szervi
megbetegedéseinek kezelésére. Habar ez kiegészitd allatgydgyaszati termékek esetén nem
kételezd, a kisérlet tervezése és kivitelezése soran az EMA/CVMP (European Medicine
Agency, Committee for Veterinary Medicinal Products) jelenleg érvényes,
gyogyszerengedélyezésre vonatkozd iranyelveit kévettik (VICH, 2000; VICH, 2008). A
kisérletben résztvevd allatok szama, a csoportok kialakitdsa és a vizsgalt paraméterek
megfeleltek a szakmai és allatjéliéti elGirasoknak. Az eredmények tikrében az ujonnan
kifejlesztett intravaginalis probiotikus készitmény artalmatlannak tekintheté a célallatfaj

kezelésére, még a tervezett dozisnal haromszor, illetve 6tszér nagyobb koncentracidéban, a
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tervezetthez képest haromszoros ideig alkalmazva is. Mivel nem tapasztaltunk semmilyen
klinikai tinetet, allatjolléti okokbdl nem végeztiink kérbonctani vizsgalatot (Siska et al., 2017).
Megjegyzendd, hogy a céldllat artalmatlansagi és biztonsagossagi vizsgalatok kislétszamu
egészséges allaton kerulnek kivitelezésre, ezért Uj allatgydgyaszati termékek esetén a klinikai
hatékonysagi vizsgalatok soran gyUjtétt adatokat is fel kell hasznalni a biztonsagossag
igazolasara. Engedélyezés utan, amikor a terméket mar rutinszertien hasznaljak a hétkéznapi

gyakorlatban, a biztonsagossagot ujbol értékelni kell (Elliott, 2024).
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4.5 Probiotikumot tartalmazé készitmény célallat klinikai vizsgalata
4.5.1 Elsod kisérlet — Intravaginalis probiotikus készitmény vizsgalata
4.5.1.1 Célkitlizés
A Kklinikai kiprobalas elsé kisérletében a célunk az volt, hogy a biztonsagossagi vizsgalatnak
alavetett intravaginalis probiotikus készitményt hatasossag szempontjabdl vizsgaljuk telepi

korulmények kozott, nagyszamu allaton.

4.5.1.2 Anyag és modszer

A vizsgalatokat két hazai nagylétszamu tejhasznu tehenészetben végeztik. Az A telepen a
vizsgalat idején 1700 tehenet tartottak, mélyalmos istallékban, a fejés hagyomanyos
fejbhazban tortént. A fejési atlag az A telepen 32,5 kg volt. Két ellés kozott atlagosan 407 nap
telt el, az elléstél az elsé termékenyitésig pedig 59 nap, mig az elléstdl a vemheslulésig 127
nap. A termékenyitési index 3,3 volt, a produktivitds 71,2%. A B telepen a vizsgalat idején 511
tehenet tartottak, mélyalmos istallokban, a fejés pedig hagyomanyos fejéhazban toértént. A
fejési atlag ezen a telepen 32,6 kg volt. Két ellés kézott atlagosan 401 nap telt el, az elléstdl
az elsd termékenyitésig pedig 66 nap, mig az elléstél a vemhesillésig 117 nap. A
termékenyitési index 2,5 volt, a produktivitas 81,3%.

Az A telepen O0sszesen 292, mig a B telepen 6sszesen 161 tdbbszor ellett holstein-friz tehén
bevonasaval zajlott a kisérlet. A vizsgalatokban elséborjas Usz6k nem vettek részt. A
teheneket az ellés varhatd id6pontja el6tt 21 nappal, amit a telepiranyitasi rendszer
segitségével hataroztunk meg, kisérleti és kontroll csoportba osztottunk fllszam alapjan
(randomizalt blokkos elrendezés). A kisérleti, kezelt csoportba kerlltek a paratlan fllszamu,
mig a negativ kontroll, kezeletlen csoportba a paros flilszamu tehenek, ezaltal a telepi
dolgozdk kénnyebben be tudtédk azonositani, melyik tehén melyik csoportba tartozik. Az
el6készitd istalléba torténd athajtaskor minden tehén esetében kondiciépontozas (Wildman et
al., 1982) és santasagvizsgalat (Sprecher et al., 1997) tortént, valamint a kisérleti csoportban
ekkor végeztik el az elsé kezelést. A pérat jédos vizzel letisztitottuk, majd steril katéter
segitségével 10 ml készitményt juttattunk a méhszaj kornyékén a hivelybe. Az alkalmazott
készitmény komponensei megegyeznek a célallat biztonsagossagi vizsgalat soran hasznalt
készitménnyel, amelynek dsszetételét a 13. tablazat mutatta be, azonban jelen kisérlet soran
minden baktériumbdl egységesen 5x108 CFU/adag mennyiséget tartalmazott a készitmény.
Az ellést kdvetd elsd 48 draban a magzatburok eltavozasanak ellenérzése mellett vérvétel is
tortént ionizalt kalcium (iCa) mérésére. A vérvétel reggel 8:00 és 10:00 6ra kozott tortént a
vena coccygea-bdl, litium-heparint tartalmazé mintavételi csévekbe (Vacuette, Greiner Bio-
One International GmbH, Kremsminster, Ausztria). Az ionizalt kalciumot a friss teljes
vérmintakban a LAQUAtwin Ca-11 vér iCa mérdkészilékkel (HORIBA Advanced Techno. Co.
Ltd., Kyoto, Japan) mértik (Suzuki et al., 2021).
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Az ellés utani 3-5. nap kdzott a telepi protokollnak megfeleléen megtértént az involucios
vizsgalat, a rektalis testhémérséklet mérése (39,5°C felett tekintettik korosnak), illetve a
kisérleti csoportban a masodik kezelés. Az ellés utani 7-9. nap kozoétt ismeét involucios
vizsgalatra és a rektalis testhémérséklet meérésére kerult sor, méhmasszazst végeztink,
valamint vérvételt kovetéen BHB-szintet mértiink. Kérosnak tekintettiik az 1,1 mmol/l feletti
BHB koncentraciot (ketdzis), mig fizioldgiasnak az 1,1 mmol/l-t nem meghaladé szintet. Ekkor
végeztik el a kisérleti csoportban a harmadik kezelést. A vérvétel a farokvénabdl tértént 9 ml-
es nativ csdvekbe (Vacuette; Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmunster, Ausztria).
A mintakat hiitéladaba téve azonnal 4 °C-ra h{téttik, majd laboratériumba szallitottuk és
centrifugaltuk. A szérumot -20°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. Az ellést kovetd 14. napon
Ujabb involucios vizsgalat tértént, majd a 21. napon szintén involucids vizsgalat, emellett pedig
kondicidopontozas és santasagvizsgalat is elvégzésre kerilt. Az invollcids vizsgalatok soran
kimasszalt valadékot az alabbiak szerint pontoztuk 0-t6l 3-ig terjed6 skalan: VD-0 = normalis,
tiszta valadék; VD-1 = tiszta valadék, gennypelyhekkel; VD-2 = valadék nagyobb mennyiségl
gennyes tartalommal, még nem higan folyd, nem b{izds; VD-3 = higabb, gennyes vagy barnas,
blzos tartalom. A hlvelyvaladék pontszama alapjan szarmaztatott valtozokat képeztiink
Jiziolégias” (VDO) és ,kéros” (VD1-3) szintekkel. Az igy képzett két kategdria, jollehet, kevésbé
arnyaltan mutatja a méhgyulladas aranyat egy adott telepen, nagyobb statisztikai erét biztosit
a csoportok kozotti kildnbségek kimutatasara. Ha valamelyik tehénnek a kisérleti id6szakban
gyogyszeres kezelésre volt sziksége, akkor a szokasos telepi protokoll szerint végezték el a
kezelést, amit a telepiranyitasi rendszerben rogzitettek az indikacioval egyutt. A kisérleti
idészakban elvégzett vizsgalatokat és a készitmény beadasanak idépontjait a 17. tablazat
foglalja 6ssze. A tovabbiakban a szaporodasbioldgiai teljesitményrél a telepiranyitasi rendszer
segitségével gyUjtottink informacidkat a vizsgalatban résztvevd tehenekrdl az elsd
vemhesulésig, vagy a 10. mesterséges termékenyités utani vemhességvizsgalatig, vagy pedig
a teleproél torténd kikerulésig.

Az ellést kovetd mutatok és a kezelés hatasa kozti 6sszefliggést explorativ vizualizacié és
hipotézisvizsgalat altal vizsgaltuk. A randomizacio sikerét is ellenériztik az ellés el6tti mutatok
Osszehasonlitasaval. A kategérias jellegli valtozéknal eloszlasokat, illetve aranyokat
hasonlitottunk 6ssze a kezelt és a kontroll csoportok kdzoétt Fisher-féle egzakt prébaval, a
folytonos (szamszer(i) valtozéknal pedig az atlagokat hasonlitottuk 6ssze a csoportok kozoétt
altalanos linearis modell hasznalataval. Az elléskoérlli idészak telepi menedzsmentje kozotti
kilénbségeket a telepek ugynevezett blokkhatasként torténd bevonasaval kezeltlk a linearis
modellben. Ez azt jelenti, hogy a statisztikai elemzés soran figyelembe vesszik a telepi
sajatossagoknak a vizsgalt mutatdkra gyakorolt egylttes hatasat, de azt elvalasztjuk a
kezeléssel 6sszefliggd valtozastél. A célkitlizéssel 6sszhangban az értekezésben csak a

kezeléssel 6sszefliggd kuldnbségeket interpretaljuk, a telepi menedzsment kilénbségeinek
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tulajdonithaté hatasokat nem. A statisztikai probak soran minden esetben p<0,05-nél
hataroztuk meg a szignifikancia szintjét. Az adatvizualizaciot és elemzéseket az R statisztikai

kornyezetben végeztik (R Core Team, 2024).

17.tablazat A klinikai vizsgalat elsé kisérletében elvégzett vizsgalatok és kezelések

Idépont Vizsgalat Kezelés

Ellés el6tt 21 nappal Kondiciopontozas, santasagpontozas Kisérleti csoport 1. kezelés

Ellés utani 1-2. nap Magzatburok vizsgalata, iCa mérés

. Involucios vizsgalat, rektalis .
Ellés utani 3-5. nap Kisérleti csoport 2. kezelés

testhémérséklet mérése

Involucios vizsgalat,

Ellés utani 7-9. nap rektalis testhémérséklet meérése, Kisérleti csoport 3. kezelés

méhmasszazs, BHB-mérés

Ellés utani 14. nap Involucids vizsgalat

. Involucids vizsgalat, kondicidpontozas,
Elleés utani 21. nap ] ] ]
santasagpontozas

4.5.1.3 Eredmények
Mindkét telep esetében vizsgaltuk az ellés elbtti mutatdkat annak megitélésére, hogy a
randomizacio sikeres volt-e. Ezek a mutatok az ellésszam, a kondicié pontszam és a santasag
pontszam voltak. A randomizacio sikerét mutatja, hogy egyik ellés elétti mutaté tekintetében
sem tapasztaltunk szignifikans kilonbséget a kezelt és kontroll csoportok kozétt (p>0,05). Az

adatokat a 18. tablazat mutatja be.

18.tablazat Alapadatok atlaga és szorasa a vizsgalt telepeken

Testkondicio-
Telep Csoport Egyedszam Ellésszam . Santasag pont
pontszam
A Kezelt 145 2,7 0,9 3,510,5 1,7 £1,0
Kontroll 147 2,8+1,0 3,510,5 1,7 £0,9
B Kezelt 72 2,2+1,1 3,1+0,3 1,6 £0,8
Kontroll 89 2,3+1,1 3,104 1,6 £0,9

A magzatburok-visszamaradas, termékenyitési index és a szervizperidédus hossza esetén nem
talaltunk szignifikans kilénbséget a kezelt és a kontroll csoportok kézott a kezeléssel

Osszefliggésben. Ezeket az adatokat a 19. tablazat mutatja be.
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19.tablazat Magzatburok-visszamaradas, termékenyitési index és szervizperiddus hossza az

ellést kovetd idészakban

Telep Csoport MBYV (%) Termékenyitési index Szervizperiddus (nap)
Kezelt
5,5 3,5+2,2 59 +7
(n=145)
A
Kontroll
4,8 3,0+1,9 58 +7
(n=147)
Kezelt
9,7 2,820 67 5
(n=72)
B
Kontroll
12,3 3,0+2,2 67 +4
(n=89)

Az elemzés soran statisztikailag szignifikans kulénbséget talaltunk a B telepen az ellés utani
7-9. napon tortént vizsgalat eredményeiben: A kezelt csoportban 87% fizioldgias és 13%
koros, mig a kontroll csoportban 74% fiziologias és 26% koros huvelyvaladék pontszamot
allapitottunk meg (p=0,0439). A tdbbi vizsgalati nap és az A telep tekintetében nem volt
szignifikans kilonbség a kezelésssel 6sszefliggésben a csoportok kozott. A hivelyvaladék
vizsgalatanak eredményeit a 20. tablazat mutatja be, a szignifikans kilonbséget mutato
értékeket v betlvel jeldltik.
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20.tablazat Hivelyvaladék pontszamok az ellés utan 3-5, 7-9, 14 és 21 nappal

3-5.nap 7-9.nap
Telep Csoport | Fiziolégias Koros Fiziologias Koros
0 (%) 1(%) | 2(%) | 3 (%) 0 (%) 1(%) | 2(%) | 3 (%)
Kezelt 77 11 4 8
82 7 3 8
(n=145)
A
Kontroll 74 7 8 11
82 8 2 8
(n=147)
Kezelt 87V 0 3 10
92 1 1 6
B (n=72)
Kontroll 74v 2 7 17
94 2 1 13
(n=89)
14.nap 21.nap
Fiziologias Koros Fiziologias Koros
0 (%) 1(%) | 2(%) | 3 (%) 0 (%) 1(%) | 2(%) | 3 (%)
Kezelt 94 4 2 0
86 2 9 3
(n=145)
A
Kontroll 88 7 4 1
83 9 6 2
(n=147)
Kezelt 89 4 6 1
66 4 24 6
B (n=72)
Kontroll 79 7 13 1
70 2 20 8
(n=89)

A korosan magas testhGmérsékleti (lazas) allatok el6fordulasi gyakorisagaban nem talaltunk

szignifikans kulonbséget a csoportok kozott a kezeléssel Osszefliggésben. A rektalis

testhémérséklet-mérések eredményeit a 21. tablazat mutatja be.

21.tablazat Rektalis testhémérséklet az ellés utani 3-5. és 7-9. napon

3-5.nap 7-9.nap
Telep Csoport I S—
Fiziologias (%) Lazas (%) Fiziologias (%) Lazas (%)
Kezelt 98,0 2,0
99,3 0,7
(n=145)
A
Kontroll 98,0 2,0
100,0 0,0
(n=147)
Kezelt 98 2,0
98,5 1,5
(n=72)
B
Kontroll 86 14,0
95 5,0
(n=89)
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Az ellés utani 1-2. nap kdzott vett vérmintakbdl ionizalt kalcium koncentracié meghatarozast
végeztink. Kérosnak tekintettik az 1,05 mmol/l alatti koncentraciot (hypocalcaemia), mig
fiziologiasnak a legalabb 1,05 mmol/l-es iCa értéket. Nem talaltunk szignifikans kuldénbséget a
fizologias és a koros iCa koncentracidju allatok aranyaban a kezeléssel 6sszefiiggésben. Az

eredményeket a 22. tablazat mutatja be.

22.tablazat Az ellés utani 1-2. napon mért iCa koncentracid a kisérleti és a kontroll

csoportokban
1-2.nap
Telep Csoport
Fiziologias (%) Hypocalcaemias (%)
Kezelt
48 52
(n=145)
A
Kontroll
43 57
(n=147)
Kezelt
(n=72) 15 85
n=
B
Kontroll
17 83
(n=89)

Nem talaltunk szignifikans kilénbséget a fizioldgias és a koros BHB koncentracioju allatok

aranyaban a kezeléssel 0sszefiiggésben. Az eredményeket a 23. tablazat mutatja be.

23.tablazat Az ellés utani 7-9. napon mért BHB-koncentracié a kisérleti és a kontroll

csoportokban
7-9.nap
Telep Csoport
Fiziologias (%) Ketdzisos (%)
Kezelt
65 35
(n=145)
A
Kontroll
65 35
(n=147)
Kezelt
(n=72) 82 18
n=
B
Kontroll
78 22
(n=89)

A kisérlet soran elvégzett valamennyi mérés és vizsgalat kdzll a kezeléssel 6sszefliggésben
egyedul a 7-9. napon a B telepen talaltunk szignifikans kulénbséget a kisérleti és a kontroll

csoport k6z6tt a huvelyvaladék pontszam tekintetében.
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4.5.1.4 Diszkusszio
A klinikai vizsgalat eredményei a masodik kisérlettel egyutt a kdvetkezd fejezetben kertilnek

megyvitatasra.

4.5.2 Masodik kisérlet - Modositott (emelt koncentracio) intravaginalis probiotikus
készitmény vizsgalata

4.5.2.1 Célkitlizés
A Klinikai kiprébalas masodik kisérletében a célunk az volt, hogy a maddositott
baktériumkoncentraciéju intravaginalis probiotikus készitményt hatasossag szempontjabdl

vizsgaljuk telepi koriimények kézott nagyszamu allaton, kontrollcsoport bevonasaval.

4.5.2.2 Anyag és médszer

A vizsgalatokat két hazai nagylétszamu tejhasznu tehenészetben végeztik (ezek eltértek az
elsé kisérlet helyszineitél). A C telepen a vizsgalat idején 990 tehenet tartottak, mélyalmos
istallokban, a fejés hagyomanyos fejéhazban tortént. A fejési atlag a C telepen 32,5 kg volt.
Két ellés kozott atlagosan 429 nap telt el, az elléstél az elsd termékenyitésig pedig 70 nap,
mig az elléstél a vemhestulésig 156 nap. A termékenyitési index 4,8 volt, a produktivitas 65,9%.
A D telepen a vizsgalat idején 686 tehenet tartottak, mélyalmos istallokban, a fejés pedig
hagyomanyos fej6hazban tortént. A fejési atlag ezen a telepen 33 kg volt. Két ellés kozott
atlagosan 403 nap telt el, az elléstdl az elsé termékenyitésig pedig 72 nap, mig az elléstdl a
vemhesulésig 123 nap. A termékenyitési index 2,9 volt, a produktivitas 72%.

A C telepen 6sszesen 129, mig a D telepen dsszesen 120 tébbszor ellett holstein-friz tehén
bevonasaval zajlott a kisérlet. A vizsgalatokban els6borjas Usz6k nem vettek részt. A
teheneket az ellés varhaté idépontja el6tt 21 nappal, amit a telepiranyitasi rendszer
segitségével hataroztunk meg, Kkisérleti, placebo kontroll és negativ kontroll csoportba
osztottunk véletlenszeriien (randomizalt blokkos elrendezés). Az el6készitd istalloba tértéend
athajtaskor minden tehén esetében kondiciépontozas (Wildman et al, 1982) és
santasagvizsgalat (Sprecher et al., 1997) tértént, valamint a kisérleti és a placebo kontroll
csoportban ekkor végeztik el az els6 kezelést. A pérat jodos vizzel letisztitottuk, majd steril
katéter segitségével 10 ml készitmeényt juttattunk a méhszaj kérnyékén a hivelybe. A kisérleti
csoportban alkalmazott készitmény, amelynek 6sszetételét a 24. tablazat mutatja be, az el6z8
klinikai kisérlethez képest mddositott, megnovelt koncentracioban tartalmazta a probiotikus
baktériumokat. A placebo kontroll csoportban a kezelést kizarolag a készitmény vivbanyagaval
végeztuk, mig a negativ kontroll csoportban nem tortént kezelés. Az ellést kovetd els 48

oraban megtértént a magzatburok eltdvozasanak ellenérzése. Az ellés utani 3-5. nap kdzétt a
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telepi protokolinak megfeleléen megtortént az invollcids vizsgalat, a rektalis testhémérséklet
mérése (39,5°C felett tekintettik korosnak), illetve a kisérleti és a placebo kontroll csoportban
a masodik kezelés. Az ellés utani 7-9. nap kozott ismét involucids vizsgalatra és a rektalis
testhbmérséklet meréseére kertlt sor, méhmasszazst végeztink, valamint vérvételt kdvetden
BHB-szintet mértlink. . Kérosnak tekintettik az 1,1 mmol/l feletti BHB koncentraciot (ketozis),
mig fiziolégiasnak az 1,1 mmol/l-t nem meghaladé szintet. Ekkor végeztik el a kisérleti és a
placebo kontroll csoportban a harmadik kezelést. A vérvétel a farokvénabdl tértént 9 ml nativ
csovekbe (Vacuette; Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmunster, Ausztria). A
mintakat hatéladaba téve azonnal 4 °C-ra h(tottik, majd laboratériumba szallitottuk és
centrifugaltuk. A szérumot -20°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. Az ellést kovetd 14. napon
Ujabb involucios vizsgalat tértént, majd a 21. napon szintén involucids vizsgalat, emellett pedig
kondicidopontozas és santasagvizsgalat is elvégzésre kerilt. Az invollcids vizsgalatok soran
kimasszalt valadékot az alabbiak szerint pontoztuk 0-t6l 3-ig terjed6 skalan: VD-0 = normalis,
tiszta valadék; VD-1 = tiszta valadék, gennypelyhekkel; VD-2 = valadék nagyobb mennyiségl
gennyes tartalommal, még nem higan folyd, nem b{izds; VD-3 = higabb, gennyes vagy barnas,
blzos tartalom. Ha valamelyik tehénnek a kisérleti id6szakban gydgyszeres kezelésre volt
szilksége, akkor a szokasos telepi protokoll szerint végezték el a kezelést, amit a
telepiranyitasi rendszerben rogzitettek az indikacidval egyutt. A kisérleti idészakban elvégzett
vizsgalatokat és a készitmény beadasanak id6pontjait a 25. tablazat foglalja 6ssze. A
tovabbiakban a szaporodasbiologiai teljesitményrdl a telepiranyitasi rendszer segitsegével
gyUjtéttink informaciokat a vizsgalatban résztvevé tehenekrdl az elsé vemhestulésig, vagy a
10. mesterséges termékenyités utani vemhességvizsgalatig, vagy pedig a teleprél t6rténd
kikerulésig.

Az ellést kovetd mutatok és a kezelés hatasa kozti 6sszefliggést explorativ vizualizacié és
hipotézisvizsgalat altal vizsgaltuk. A randomizacio sikerét is ellenériztik az ellés el6tti mutatok
Osszehasonlitasaval. A kategérias jellegli valtozéknal eloszlasokat, illetve aranyokat
hasonlitottunk dssze a kezelt és a negativ ill. placebo kontroll csoportok kézott Fisher-féle
egzakt prébaval, a folytonos (szamszer() valtozéknal pedig az atlagokat hasonlitottuk 6ssze
a csoportok kdzott altalanos linearis modell hasznalataval. Az elléskorlli idészak telepi
menedzsmentje kozotti kialdnbségeket a telepek uUgynevezett blokkhatasként torténd
bevonasaval kezeltiik a linearis modellben. Ez azt jelenti, hogy a statisztikai elemzés soran
figyelembe vessziik a telepi sajatossagoknak a vizsgalt mutatokra gyakorolt egyittes hatasat,
de azt elvalasztjuk a kezeléssel Osszefliggé valtozastdl. A célkitlizéssel dsszhangban az
értekezésben csak a kezeléssel 0Osszefiiggé kilonbségeket interpretaljuk, a telepi
menedzsment kilénbségeinek tulajdonithatd hatasokat nem. A statisztikai probak soran
minden esetben p<0,05-nél hataroztuk meg a szignifikancia szintjét. Az adatvizualizaciot és

elemzéseket az R statisztikai kdrnyezetben végeztik (R Core Team, 2024).
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24.tablazat A klinikai vizsgalat masodik kisérletében alkalmazott készitmény dsszetétele

Vivéanyagok 1,5% HEC, 1,0 % dextréz PBS pufferoldatban; pH=6,0

Prebiotikus komponens 1,0% Inulin

Probiotikus komponens Limnosilactibacillus fermentum 2x10° CFU/adag*,
Lactplantibacillus plantarum 2x10° CFU/adag,
Limnosilactibacillus reuteri 2x10° CFU/adag,
Lacticaseibacillus rhamnosus 2x10° CFU/adag,
Pediococcus pentosaceus 2x10° CFU/adag,

Brevibacillus agri 1x10'° CFU/adag

25.tablazat A klinikai vizsgalat masodik kisérletében elvégzett vizsgalatok és kezelések

Idépont Vizsgalat Kezelés

Kisérleti csoport 1. kezelés

Ellés el6tt 21 nappal | Kondicidpontozas, santasagpontozas ]
Placebo kontroll csoport 1. kezelés

Ellés utani 1-2. nap Magzatburok vizsgalata

Involucios vizsgalat, rektalis Kisérleti csoport 2. Kezelés

Ellés utani 3-5. nap L . .
testhbmeérseéklet mérése Placebo kontroll csoport 2. kezelés

Involucios vizsgalat, rektalis L ]
Kisérleti csoport 3. Kezelés

Elleés utani 7-9. nap testhémérséklet mérése, ]
Placebo kontroll csoport 3. kezelés

méhmasszazs, BHB-mérés

Ellés utani 14. nap Involucids vizsgalat

. Involucios vizsgalat,
Ellés utani 21. nap

kondiciépontozas, santasagpontozas

4.5.2.3 Eredmények
Mindkét telep esetében vizsgaltuk az ellés elbtti mutatokat annak megitélésére, hogy a
randomizacio sikeres volt-e. Ezek a mutatdék a kondicié pontszam és a santasag pontszam
voltak. A randomizacio sikerét mutatja, hogy egyik ellés el6tti mutatd tekintetében sem
tapasztaltunk szignifikdns klldnbséget a kezelt és kontroll csoportok kdzétt (p>0,05). Az

adatokat a 26. tablazat mutatja be.
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26.tablazat Alapadatok atlaga és szérasa a vizsgalt telepeken

Telep Csoport Egyedszam Testkondicio- Santasag pont
pontszam

Kezelt 46 3,2+0,7 1,7 £0,8

C Negativ kontroll 38 3,2 0,6 1,6 £1,0
Placebo kontroll 45 3,3 0,7 1,6 £0,9

Kezelt 43 3,710,4 1,6 £0,8

D Negativ kontroll 38 3,7 £0,5 1,7 £0,9
Placebo kontroll 39 3,6 £0,5 1,6 £0,9

A magzatburok-visszamaradas, termékenyitési index és a szervizperidédus hossza esetén nem
talaltunk szignifikans kilénbséget a kezelt és a kontroll csoportok kézott a kezeléssel

Osszefliggésben. Ezeket az adatokat a 27. tablazat mutatja be.

27.tablazat Magzatburok-visszamaradas, termékenyitési index és szervizperidodus hossza az

ellést kovetd idészakban

Telep Csoport MBV (%) | Termékenyitési index | Szervizperiddus (nap)
Kezelt
15,2 2,6 +1,8 70 10
(n=46)
Negativ kontroll
C 10,5 2,2 +1,8 70 7
(n=38)
Placebo kontroll
13,3 2,314 70 6
(n=45)
Kezelt
18,6 2,0£0,9 67 8
(n=43)
Negativ kontroll
D 10,5 2,0£0,9 64 +4
(n=38)
Placebo kontroll
12,8 24 +11 64 +2
(n=39)

A hlvelyvaladék pontszama alapjan a ,fiziologias” (VDO) és ,koros” (VD1-3) csoportok kdzott.
nem talaltunk kllénbséget a kezelés hatékonysagaban. A hivelyvaladék vizsgalatanak

eredményeit a 28. tablazat mutatja be.
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28.tablazat Huvelyvaladék pontszamok az ellés utan 3-5, 7-9, 14 és 21 nappal

3-5.nap 7-9.nap
Telep Csoport Fiziologias Koros Fiziologias Koros
0 (%) 1(%) | 2(%) | 3 (%) 0 (%) 1(%) | 2(%) | 3(%)
Kezelt 0 16 52 32
(n=46) 0 16 42 42
Negativ 0 19 49 32
kontroll 0 13 55 32
c (n=38)
Placebo 0 26 46 28
kontroll 0 5 64 31
(n=45)
Kezelt 81 5 0 14
93,1 2,3 2,3 2,3
(n=43)
Negativ 77 3 3 17
kontroll 86 3 0 11
P (n=38)
Placebo 75 8 3 14
kontroll 84 8 3 5
(n=39)
14.nap 21.nap
Fiziologias Koros Fiziologias Koros
0 (%) 1(%) | 2 (%) | 3 (%) 0 (%) 1(%) | 2(%) | 3(%)
Kezelt 0 56 39 5
(n=46) 0 26 60 14
Negativ 0 78 19 3
kontroll 0 32 57 11
c (n=38)
Placebo 0 60 40 0
kontroll 0 27 63 10
(n=45)
Kezelt 70 16 14 0
65 7 14 14
(n=43)
Negativ 82 12 3 3
b kontroll 68 9 6 17
(n=38)
Placebo 83 14 0 3
kontroll 78 8 11 3
(n=39)
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A kérosan magas testhémérsékletli (39,5°C felett) allatok eléfordulasi gyakorisagaban nem

talaltunk szignifikans kilénbséget a csoportok kdzott a kezeléssel Osszefiiggésben az ellést
kévetd 3-5 és 7-9. napok kdzétt vizsgalva (29. tablazat).

29.tablazat Rektalis testhémérséklet az ellés utani 3-5. és 7-9. napon
Telep Csoport 3-5.nap

7-9.nap

Fiziologias (%)

Lazas (%)

Kezelt

Fiziologias (%)

(n=46)
Negativ

78

22

86

Lazas (%)

14

kontroll
C
(n=38)
Placebo

kontroll

84

16

89

84

11

(n=45)

Kezelt

82

91

18

16

(n=43)
Negativ

79

21

kontroll
D
(n=38)

Placebo

91,5

8,5

94

kontroll

(n=39)

78

22

83

17

Nem talaltunk szignifikans kilénbséget a fiziologias és a koros BHB koncentracioju allatok

aranyaban a kezeléssel 0sszefiiggésben. Az eredményeket a 30. tablazat mutatja be.
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30.tablazat Az ellés utani 7-9. napon mért BHB koncentracid a kisérleti és a kontroll

csoportokban
Telep Csoport 7-9.nap
Fiziologias (%) Ketdzisos (%)
Kezelt
86 14
(n=46)
Negativ kontroll
C 84 16
(n=38)
Placebo kontroll
84 16
(n=45)
Kezelt
79 21
(n=43)
Negativ kontroll
C 83 17
(n=38)
Placebo kontroll
78 22
(n=39)

4.5.2.4 Diszkusszio

A korabban targyalt biztonsagossagi vizsgalatok eredményei lehetévé tették a potencialis
probiotikus baktériumok in vivo vizsgalatat hatasossag szempontjabdl. Két kisérletben,
Osszesen 4 tehenészeti telepen, 702 holstein-friz tehén bevonasaval végeztik el a
vizsgalatokat, ami kiemelked6 egyedszam mas kutatasokkal Osszehasonlitva. A
készitményhez mas kutatasokhoz képest nagyobb mennyiségli (10 ml) vivéanyagot
hasznaltunk, jellemz&en 1-4 ml-es adagokrél (Ametaj et al., 2014; El-Garhi és El-Bordeny,
2019; Madureira et al., 2023) lehet leirasokat talalni. A kezelések idépontjai, a beadas maddija
és a készitmény probiotikus baktérium koncentracidja a kuloénbdzd kulfoldi kutatésokhoz
hasonlatosak voltak (Ametaj et al., 2014; Deng et al., 2015a; Deng et al., 2016; EI-Garhi és El-
Bordeny, 2019; Madureira et al., 2023; Adnane et al., 2024). ADNANE és munkatarsai (2024)
leirasaval ellentétben, akik néhany o6ran bellli felhasznalast javasolnak, ami telepi
korilmények kozott, gyakorlati szempontbdl nem megvaldsithatd, az altalunk vizsgalt
készitmény hlitészekrényben 2 hétig eltarthato volt.

Vizsgalataink soran szignifikans klilénbséget a vizsgalt valtozék tekintetében a kezelési
csoportok k6zétt egyedil a B telepen a 7-9. nap kdzott vizsgalt hivelyvaladék esetén talaltunk
a kisérleti csoport javara. Az 6sszes tobbi telep, id6pont és paraméter esetében a kezeléssel
Osszefliggésben nem talaltunk szignifikans kilénbséget a csoportok kézoétt. Bar a vizsgalatnak
nem volt célja a résztvevd telepek szaporodasbioldogiai menedzsmentjének felmérése és
Osszehasonlitasa, a telepi hatas elemzése soran egyes paraméterek esetén talaltunk

szignifikans kilonbséget a telepek kozott. Az A telepen a tobbi telephez képest szignifikansan

78



magasabb termékenyitési indexet regisztraltunk. A C telepen a tdbbi telephez képest
szignifikansan hosszabb volt a szervizperiddus ésminden vizsgalati id6pontban, minden tehén
esetén méhgyulladasra utalé (VD1-3 kdz6tti) hiivelyvaladék pontszamot regisztraltunk.

DENG és munkatarsai (2015a) az egyik kisérleti csoportot az ellés varhaté idépontja elétt 2,
illetve 1 héttel, mig a masik kisérleti csoportot az ellés varhaté idépontja elétt 2 illetve 1 héttel,
valamint az ellés utan 1 héttel kezelték tejsavbaktériumok kombinaciojat tartamazoé
intravaginalis készitménnyel, és a kovetkez6 paramétereket vizsgaltak: rektalis
testhémérséklet, hlvelyvaladék, magzatburok-visszamaradas, oltogyomor-helyzetvaltozas,
laminitis, gyulladasos paraméterek. A kezelt csoportokban alacsonyabb volt a metritis, és
Osszességében a méhfertézések aranya a kontroll csoporthoz viszonyitva, mig az egyéb
vizsgalt betegségek el6fordulasi aranyara nem volt hatassal a kezelés. A gyulladasos
paraméterekre gyakorolt hatas nem volt egyértelm(i, 8 vizsgalt paraméterbdl 3-nak a
koncentracioja csokkent, mig 5-nek nem valtozott (Deng et al., 2015a). DENG és munkatarsai
(2016) az intravaginalis LAB kezelés tejtermelésre és takarmanyhasznositasra gyakorolt
hatasat is mérték, szintén vegyes eredményekkel. Osszességében megallapitottak, hogy a
kezelt csoportokra szignifikansan jobb takarmanyhasznositas volt jellemzé, és a kezelt
csoportokba tartozé tébbszor ellett tehenek szignifikansan tébb tejet termeltek. Ezzel szemben
az elséborjas tehenek esetében nem volt egyértelm(i a kezelés kedvez6 hatasa a vizsgalt
paraméterek tekintetében, ami arra utal, hogy a tdbbszoér ellett tehenek és az Usz6k nem
egyforman reagalnak a kezelésre. Ennek a kulonbségnek a pontos felderitése tovabbi
vizsgalatokat igényel (Deng et al., 2016).

Hasonl6 eredményre jutottak AMETAJ és munkatarsai (2014) is, akik szintén a tobbszor ellett
tehenek esetén mértek csak szignifikansan magasabb tejtermelést a kezelt csoportban. Ebben
a kutatasban az ellés varhato id6pontja el6tt 2, illetve 1 héttel, valamint az ellés utan 1, 2, 3 és
4 héttel végeztek kezelést intravaginalis LAB készitménnyel. A kezelt csoportban az ellés utan
3 héttel szignifikansan alacsonyabb volt a gennyes hivelyvaladék eléfordulasi aranya a
kontroll csoporthoz viszonyitva. A gyulladasos paraméterek kdézil a haptoglobin
koncentraciojat mérték a kisérlet soran, ami az ellés utan 2, illetve 3 héttel szignifikdnsan
alacsonyabb volt a kezelt csoportban. A kezelés a vemhesilési aranyra nem volt hatassal
(Ametaj et al., 2014).

EL-GARHI és EL-BORDENY (2019) kutatasaban 2 LAB térzset tartalmazoé intravaginalis
készitményt vizsgaltak masodik laktaciéjukban vemhes teheneken. A kezelést Ametaj et alhoz
hasonldéan az ellés varhatd id6pontja elétt 2 héttel kezdték meg, és az ellés utani 4. hétig
hetente egyszer végezték el. A teheneket a kezelés utani elsé vemhesiilésig utankovették. A
vizsgalt paraméterek a kdvetkezok voltak: méhfertézések eléfordulasi aranya, szervizperiodus
hossza, 1., 2. és 3. termékenyitésre vemhesilt tehenek aranya, visszaivarzék aranya,

hivelyvaladék, méhbetegség miatt kezelést igénylé tehenek szama, méhnyak atméré,
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méhszarvak atmérdje, petefészken talalhaté képletek, endometritis eléfordulasi aranya. A
kezelt tehenek esetében hamarabb bekdvetkezett a méhnyak és a méh involucidja. A kezelt
csoportban kevesebb tehén esetén regisztraltak koros huvelyvaladékot, és kevesebb tehén
esetén volt szilkség méhbetegség miatt kezelésre. A kezelt csoportban kisebb volt a
termékenyitési index, és nagyobb volt az elsé, illetve harmadik termékenyitésre vemhesiilt
tehenek aranya a kontroll csoporthoz képest. A visszaivarzok aranya a kezelt csoportban
kisebb volt. A kezelt csoportban sokkal révidebb volt a szervizperiédus, mint a kontroll
csoportban (El-Garhi és El-Bordeny, 2019).

MADUREIRA és munkatarsai (2023) kutatasaban 3 LAB toérzset tartalmazé intravaginalis
készitmeényt vizsgaltak, amelyet az ellés varhato idépontja el6tti 3. héttdl heti két alkalommal
alkalmaztak, mig a kontroll csoportban nem tértént kezelés, ellés utan pedig mar a kisérleti
csoportban sem tortént kezelés, ami eltér a tébbi vizsgalat soran alkalmazott protokolloktdl. A
metritis eléfordulasat az ellést kdvetd 6. és 12. napon vizsgaltak, és bar a két telep kozil az
egyiken csdkkent az eléfordulasi arany, dsszességében nem talaltak szignifikans kiilénbséget
a metritis eléfordulasi aranyaban a kezeléssel 6sszefliggésben a teljes vizsgalat soran. Az
endometritis el6fordulasi aranyardl csak az egyik telepen gy(jtéttek adatot, amelyiken a
metritis eléfordulasi aranya csokkent, és az endometritis eléfordulasi aranyaban is szignifikans
csokkenést mértek. A vemhesilési aranyra 6sszességében nem gyakorolt szignifikans hatast
a kezelés, viszont a kezelt tdbbszor ellett tehenek nagyobb eséllyel vemhesliltek, mint a
kontroll csoportba tartozo tobbszor ellett tehenek, azonban az els6borjas teheneknél ilyen
hatas nem volt megfigyelhetd. A kezelt csoportban tdbb volt a spontan ivarzé tehén, és
kevesebb esetben volt szilkség ivarzasszinkronizaciora. Osszességében tehat ebben a
kisérletben is vegyes eredményeket értek el a probiotikus kezeléssel (Madureira et al., 2023).
A szarvasmarhan végzett kutatdsokhoz hasonléan mar elkezdték vizsgalni a juhok
intravaginalis LAB probiotikus kezelési lehetdéségeit is, azonban egyelére esetikben is
vegyesek az eredmények. TOQUET és munkatarsai (2025) vizsgalata soran 6sszességében
nem talaltak szignifikans kilonbséget a kezeléssel 6sszefliggésben a vemhesllési aranyban,
habar a 4 vizsgalt telep kdzll az egyiken szignifikdnsan magasabb volt a vemhes egyedek
aranya a kezelt csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva. A kezelés csokkentette a
vaginitis el6fordulasi aranyat, és az egyik telepen kedvezd hatast gyakorolt a hivelyi
mikrobiota 6sszetételére (Toquet et al., 2025).

Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy a vizsgalatunk soran mért eredmények
O0sszhangban vannak a nemzetk6zi szakirodalomban megtalalhatd vegyes tapasztalatokkal.
Habar egyes vizsgalatok és paraméterek esetében sikerllt statisztikailag szignifikans
kilénbséget kimutatni a kezelt csoport javara, ahogy ez a kisérletlink soran is megvalosult,
tovabbi kutatasokat igényel egy gyakorlatban is alkalmazhatd, megfelelé hatékonysagu

készitmény fejlesztése.
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5. Kovetkeztetések

1. Egyes anyagcsere mutatok valtozasai az ellés korlli id6szakban egészséges és
méhgyulladasos tejeld tehenekben:

Az ellés koridli idészakban t6bb anyagcsere-paraméter és kilonb6zd asvanyi anyag
szintje mutat szignifikans valtozast, azonban az dsszes vizsgalt fizikalis és anyagcsere- illetve
gyulladast jelz6 paramétert figyelembe véve, az egészséges és a méhgyulladassal
diagnosztizalt tehenek kozott csak a NEFA és a cink szintjében volt szignifikans eltérés.
Tovabbi vizsgalatokat igényelne magasabb mintaszamon a méhgyulladas sulyossaga szerinti
csoportok 6sszehasonlitasa egymassal és az egészséges csoporttal, valamint a NEFA- és a
cinkszint tekintetében az egyazon allattél szarmazo ellés el6tti és utani mintak elemzése annak
vizsgalatara, hogy a méhgyulladas kialakulasanak magasabb kockazata elére jelezhet6-e
ezen paraméterek mérésével. Ugyanakkor a kutatas arra is ravilagitott, hogy a telepi involuciés
vizsgalati és kezelési protokollok bevezetése, illetve betartasa elengedhetetlen a
méhbetegségek korai felismerésében és kezelésében, ezaltal a karos egészséglgyi és

gazdasagi hatasok mérséklésében.

2. Tejel6 tehenek normal huvelyi mikrobiota 6sszetételének meghatarozasa és antibiotikum
érzékenysegi vizsgalata:

Vizsgalati eredményeink hozzajarulnak a tejeld tehenek huvelyi mikrobiotajanak
feltérképezéséhez, és gyakran hasznalt antibiotikumokkal szembeni érzékenységnek
meghatarozasahoz. Mivel a vizsgalt baktérium izolatumok a legtobb vizsgalt antibiotikummal
szemben mutattak bizonyos foku érzékenységet, arra kdvetkeztethetlink, hogy az altalanos
allatorvosi gyakorlatban végzett antibiotikumos kezelések hatasara felborulhat a hivelyi
mikrobiom egyensulya, ami a nemi szervek gyulladasos betegségeinek kialakulasat segitheti

eld.

3. A potencialis probiotikumok in vitro vizsgalata sejttenyészeten:

Vizsgalataink soran Bovine Endometrial Epithelial Cell sejteken a kivalasztott
baktérium torzsekkel végzett kezelések hatasara nem valtozott szignifikdnsan sem a
sejtkoncentracio, sem a sejtek életképessége, sem pedig a transzmembran vezetéképessége.
Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a BEnEpC sejttenyészeten in vitro
koérilmények koézott a potencidlisan probiotikus hatassal rendelkezd baktérium térzsek

nincsenek karos hatassal az epithel sejtekre.
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4. Probiotikumot tartalmazo készitmény célallat artalmatlansagi és biztonsagossagi vizsgalata:

A probiotikus hatas és a biztonsagossag erésen térzsspecifikus, emellett fiigg a kezelt
allat immunstatuszatol és altalanos fizikalis allapotatdl is. Emiatt minden egyes potencialisan
probiotikus torzset szigoru biztonsagossagi vizsgalatnak kell alavetni a célallatfajban, hogy az
esetleges karos hatasok detektalhatok legyenek. Artalmatlansagi és biztonsagossagi
kisérletiink soran a vizsgalt készitmény sem helyi irritaciot, sem pedig szisztémas gyulladast
nem valtott ki a vizsgalatba bevont egészséges tehenekben, ezaltal lehetéve valt a készitmény

klinikai hatékonysagi vizsgalatanak elvégzése.

5. Probiotikumot tartalmazo készitmény célallat klinikai vizsgalata:

A célallat klinikai vizsgalat soran az 6sszes mért paramétert figyelembe véve kizarolag
a négy koézil az egyik telepen a 7-9. nap kozoétt végzett hivelyvaladék-biralat eredményében
tapasztaltunk szignifikans valtozast a kisérleti csoport javara a kontroll csoporttal szemben.
Tovabbi vizsgalatokat igényelne egyéb szaporodasbiolégiai és termelési mutatok
Osszehasonlitasa egy hosszabb utankovetési id6szak soran, illetve akar a kezelési
protokollnak, akar a készitmény 6sszetételének a mddositasa annak érdekében, hogy az
elvart pozitiv probiotikus hatasok elérhetéek legyenek, és a készitmény forgalomba

kertilhessen.
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6. Uj tudomanyos eredmények

1. Egészséges és méhgyulladasos tehenekben az ellés utan 9+4 nappal a havelyben mért pH

érték nem mutatott szignifikans eltérést, mindkét csoportban 7,2+0,3 volt.

2. Egészséges holstein-friz tehenek hivelynyalka mintaiban azonositottunk 54 baktériumfait,
melybdl 87% a Gram-pozitiv, 13% pedig a Gram-negativ baktériumok csoportjaba tartozott. A

legjelentésebb nemzetség a Bacillus volt.

3. Ot potencialisan probiotikus hatasu baktériumot (Brevibacillus agri, két kiilonbdzd Bacillus
licheniformis térzs, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis) izolaltunk egészséges tejel6 tehenek
hivelyi mikrobiotajaban. Tiz kilonb6zé antibiotikum (amoxicillin, cefquinom, ceftiofur,
doxiciklin,  florfenikol,  marbofloxacin, oxitetraciklin, trimethoprim-szulfamethoxazol,
tulathromicin, tilozin) tobbségével szemben a kivalasztott baktérium izolatumok mindegyike
érzékenynek bizonyult. A Brevibacillus agri, illetve a Bacillus licheniformis (W) genomja nem

tartalmazott béta-laktamaz rezisztencia gént.

4. Bacillus coagulans NCAIM B01086, Bacillus coagulans, LMG6326, Bacillus pumilus 0501/4
Osszetételll Lactobacillus keverék és Brevibacillus agri 501/1l/122, valamint Trueperella
pyogenes 0469/1l/8 kilon-kilon, illetve kombinacioban alkalmazva nem valtoztatia meg a
Bovine Endometrial Epithelial Cell sejttenyészet transzepithelidlis elektromos ellenallasat 1

baktérium / 1 sejt és 10 baktérium / 1 sejt inokulum koncentracidoban sem.

5. Limnosilactibacillus fermentum (1x108 CFU/10 ml), Lactplantibacillus plantarum (1x108
CFU/10 ml), Limnosilactibacillus reuteri (1x108 CFU/10 ml), Lacticaseibacillus rhamnosus
(1x10® CFU/10 ml), Pediococcus pentosaceus (1x108 CFU/10 ml), Brevibacillus agri (5x108
CFU/10 ml) 6sszetételli készitmény intravaginalis alkalmazast kévetéen haromszor, illetve
6tszor nagyobb CFU dozissal sem okoz helyi irritaciot, vagy eltérést a hematolégiai, biokémiai

és gyulladast jelz6 paraméterekben egészséges holstein-friz tehenekben.
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10. Melléklet

A cytotoxikus hatas vizsgalata BEnEPC sejttenyészeten:

11_4 BEnEpC | "11_5 BEnE;
B. coagulans_B01086 B. coagulans_LMG6326

Plate 11

B. coagulans_B01086

Plate 12
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