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REZUMAT

Scopul cercetarilor se refera la studiul unor procese de reproductie la suine utilizand o
metodd biotehnicd noud si modernd de insdmantare artificiala a scroafelor, aldturi de
perfectionarea metodelor de apreciere a valorii biologice a materialului seminal de vier.

In urma aplicirii in practica curenti a insimantirii artificiale intrauterine (I.A.1.U.) la
scroafe se urmareste imbundtatirea fertilitatii, pentru o eficientd economica cat mai mare. Ca
obiective generale s-au urmadrit: - cunoasterea parametrilor de reproductie din unele ferme de
crestere a porcilor; - crearea unui studiu experimental comparativ privind insdmantarea artificiala
endocervicald si insdmantarea artificiald intrauterind; - implementarea Insaméantarii artificiale
intrauterine Tn managementul unui complex industrial.

In prezenta tezi, s-a ales alaturi de parametri uzuali, ca principal parametru de calitate
al materialului seminal incarcatura microbiologica, analizatd sub aspect cantitativ si calitativ.
Astfel, s-a avut in vedere urmatoarele activititi: Determinarea calitativd si cantitativd att a
bacteriilor cat si a fungilor; Identificarea punctelor critice de contaminare a spermei in timpul
recoltarii; Modalitati de reducere a contaminarii in punctele critice; si Eficientizarea aseptizarii
antifungice prin dilutie, a materialului seminal de vier.

Un alt criteriu pentru evaluarea valorii biologice a materialului seminal de vier, este
reprezentat de gradul de rezistentd a spermatozoizilor. ,,Rezistenta” spermatozoizilor este data de
proprietatea acestora de a rezista la actiunea nociva a unui ,,toxic”. Solutia de clorura de sodiu,
concentratie 1% este folosita in acest scop. Unii autori afirma ca longiviabilitatea si fecunditatea
spermatozoizilor este cu atit mai ridicatd cu cat spermatozoizii 1si mentin mobilitatea Intr-un
volum mai mare de solutie NaCl 1%.

Prezenta tezd insumeaza un numar total de 225 de pagini, fiind ilustrata in 47 de tabele
si 56 de figuri.

Partea I — Stadiul cunoasterii — este alcatuita din 65 de pagini, reperzentand 30,95%
din volumul lucrarii, alcatuita din 6 capitole in care sunt sumarizate informatiile selectate din 196
surse bibliografice din literatura romana si straina referitoare la biotehnologiile de reproductie la
scroafe si evaluarea biologica a materialului seminal de vier.

Partea a II-a — Cercetari proprii — este desfasurata pe parcursul a 145 pagini (69,05%

din volumul lucrarii) cuprinse in 10 capitole, urmarind scopul si obiectivele propuse, iar in final



Sefan-Gregore CIORNEI TEZA DE DOCTORAT

prezenta teza se Incheie cu concluzii finale, recomandari si bibliografie. Fiecare capitol este
structurat din material i metoda de lucru, rezultate si discutii, si concluzii partiale.

Cercetarile au fost derulate 1n cadrul a trei ferme de crestere a suinelor, situate in N-E si
S-E Romaniei. Materialul biologic studiat a fost reprezentat de vieri si scroafe de inalta valoare

geneticd, loturi matca ce au fost achizitionate de la companii de specialitate.

Statusul parametrilor de reproductie din unele ferme de crestere a suinelor

Din analiza datelor reiese ci scroafele inseminate endocervical (LA.Ec.) cu 5x10°
spermatozoizi pe doza, au avut atat valorile fecunditatii (71,85%), cat si a prolificitatii (8,55
purcei/fatare), mai scazute. insd la fermele unde se utilizau LA.Ec. cu 4,5x10°, si respectiv 4
x10’spermatozoizi/doza, cei doi parametri esentiali au avut valori mai ridicate: 78,8% cu 9,06
purcet; respectiv 84,27% cu 9,6 purcei/fatare.

Cresterea fecunditatii nu o putem corela cu scaderea numarului de spermatozoizi pe
doza de inseminat. Explicatia si-ar gasi raspunsul in influenta conditiilor diferite de exploatare si
zooigiena (Intre ferma 1 §i 2), corelat cu specializarea tehnicienilor operatori — insdmantatori.

Prin folosirea metodei de I.A.Ec, numarul de celule seminale folosit trebuie sa fie
destul de mare pentru a se putea realiza o populare suficientd a oviductelor in vederea realizarii
fecundatiei. Se constata prin aceastd metoda o pierdere a spermatozoizilor, pe de o parte, data de
refularea materialului seminal, si pe de altd parte, - prin moartea spermatozoizilor din cauza

incapacitatii lor de a depasi cele doua praguri cruciale (cervixul si jonctiunea utero-tubara).

Studiu experimental privind insiméntarea artificiala intrauterina (I.A.1.U.)

Prin practicarea [.A.LLU. s-a reusit imbunatatirea fecunditatii scroafelor cu 6,9%,
diferentiat cu sezonul insdmantarii. De asemenea, la fatare, s-au obtinut in plus la lotul LE, 0,19
purcei, ceea ce a condus la intarcare la o diferenta intre loturi de 0,12 purcei/scroafa.

Lotul martor (L.M.) a fost inseminat cu 4,10’ spermatozoizi, iar metoda de inseminare
a fost clasica, iar lotul experimental (L.E.) cu 3 10” folosind metoda intrauterind. Fecunditatea
lotului martor (LM) a fost de 81,7%, iar la (L.E.), de 88,6%. Prolificitatea medie anuala a
scroafelor din LM a fost de 11,27 purcei, insensibil mai mica fatd de cea inregistratd la LE de
11,46 purcei. Desi diferenta este micd, in valori absolute, aceasta reprezintda 0,19 purcei/fatare,
ceea ce pentru practicd, in conditiile unui complex in care existd cca. 12000 de fatari/an,
inseamna un plus de 2280 de purcei.

Aceastd crestere sezonierd a fecunditatii si prolificitatii poate fi corelatd cu dinamica

procesului de spermatogeneza, dependent de temperatura ambientala.
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Analizand fecunditatea celor douad loturi raportate la numarul de spermatozoizi pe doza,
si corelate cu tipul de insamantare, constatdind cd fecunditatea nu depinde de numérul de
spermatozoizi din doza (3 miliarde), ci de locul de depunere a acesteia si de pierderile suferite

dupa inseminare.

Implementarea insamantarii artificiale intrauterine in managementul

unui complex industrial

Pentru a cunoaste in detaliu activitatea de reproductie si pentru a putea explica unele
mecanisme intime ale acestui proces complex, s-a urmarit Intreg ciclu pe flux tehnologic
incepand cu recoltarea materialului seminal, pand la parturitie, sau chiar pand la intarcarea
purceilor obtinuti prin inseminarea intrauterina.

Referitor la numirul mediu de doze (cu 3x10°) obtinute dintr-un ejaculat intr-un an,
valoarea maxima a fost de 49 doze obtinuta de la un vier PIC de 1,8 ani, iar valoarea minima 32
doze la un Pietrain de 1 an. Media a fost de 39 doze, oscilatiile acestor valori sunt date de
spermatogeneza si influentate desavarsita si de adaptabilitatea raselor. Cu dozele preparate s-au
inseminat un numar total de 10713 scroafe, media scroafelor inseminate cu doze provenite de la
un vier pe un an calendaristic a fost de 1339 scroafe/an. Din totalul scroafelor LA.I.U s-au
diagnosticate gestante, un procent mediu pe an de activitate de 84,37, cu limite de 80,93% in
sezonul cald si 87,8% in sezonul rece.

Prolificitatea medie a vierilor a fost calculata pe baza prolificitatii scroafelor; astfel,
prolificitatea a variat de la 10,47 ( PIC de 4,5 ani) la 11,15 (Pietrain de 1 an). Prolificitatea
medie/an a avut valoarea de 10,72 purcei din care: 7,38 au fost P.Po., 2,88 - P.Sp, si un numar de
purcei eliminati de 0,43 ( P.Mo, P.Mu,, si P.Nv.).

Introducerea I.A.I.LU. pe flux tehnologic al activitatii de reproductie Intr-un complex
zootehnic de crestere a porcilor este un succes, obtindnd o economie de celule seminale, corelata
cu o fecunditate si prolificitate rentabild. Recomandam astfel, implementarea in managementul
activititii de reproductie a fermelor de tip industrial, . A.IU. cu 3 10’ celule seminale pentru a

spori eficienta economica.

Examenul microbiologic al materialului seminal de vier

Examenul microbiologic cantitativ, a urmarit identificarea numarului de bacterii si
numarul de fungi din materialul seminal proaspat recoltat, din cel diluat si din dozele conservate.
Numiirul total de bacterii pe ml S.B. a inregistrat valoarea medie de 98,41 x 10° in

cele doua ferme. In cadrul fermei 1, valorile NTG-ului/ml S.B., au fost cuprinse intre 22,4 x 10°
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UFC/ml si 118,2 x 10° UFC/ml cu o medie de 65,4 x 10> UFC/ml. Valorile NTG-ului in ferma 2
au fost cuprinse intre 74,6 x 10° UFC/ml si 130,05 x 10° UFC/ml, cu o medie de 99,33 x 10°
UFC/ml. Dupa obtinerea dozelor de inseminat, prin diluarea materialului seminal, valoarea
medie a NTG-ului fermelor, a fost de 0,354 x 10° UFC/ml. La ferma 1, NTG-ul s-a redus drastic
de la 65,49 x 10° UFC/ml la 0,120 x 10° UFC/ml. in probele examinate de la ferma 2 se observa
deasemenea, ci numarul bacteriilor au scizut dupa diluare (media fiind de 0,588 x 10° UFC/ml
NTG/ml), dar valorile acestora raman ridicate.

Numiirul total de fungi pe ml S.B. a atins valoarea medie a fermelor de 0,1485 x10°
UFC/ml. Incarcitura micologica are valori relativ constante, fiind cuprinse intre 0,116 x 10
UFC/ ml si 0,287 x 10° UFC/ ml, cu o medie de 0,194 x 10’ UFC / ml, la ferma 2. La ferma 1,
valoarea medie a fost de 0,103 x 10° UFC/ ml cu variatii intre 0,081 x 10° UFC/ ml si 0,130 x
10> UFC/ ml. Dupa diluare, numirul fungilor a rimas aproximativ constant, avind valoarea de
0,1405 x 10° UFC/ml. Media acestora, in cadrul fermei 1 a fost de 0,089 x 10> UFC/ml, iar in
ferma nr 2 de 0,192 x 10° UFC/ml.

Populatiile bacteriene viabile, din materialul seminal diluat, sunt considerate variante
antibiorezistente, sau antibioticele continute de diluanti nu au spectru de actiune asupra tuturor
genurilor bacteriene posibil existente, iar populatia fungilor raméane nemodificata.

Examenul calitativ al florei bacteriene izolate din sperma de vier demonstreaza
existenta unei flore polibacteriene variate. Astfel s-au izolat un numar de 14 genuri. Frecventa
cea mai mare a avut-o: Escherichia coli cu 81,8%, urmatd de Staphylococcus aureus si S. hyicus
cu 72,7 %, si Pseudomonas aeruginosa cu 63,6 % din totalul probelor examinate, cu o frecventa
mai micd au fost identificate si Yersinia enterocolitica si Y. ruckeri, Pantoea spp., Shigella spp.,
Seratia marcescens., Tatumella spp.. Analiza incidentei florei bacteriene din materialul seminal
cercetat arata cd in probele examinate predomina flora Gram negativa, fiind Intalnita in proportie
de 71,4 %, iar flora Gram pozitiva in proportie de 28,6 %.

Examenul calitativ al florei micologice a identificat un numar de 9 genuri de fungi,
atat fungi filamentosi cét si levuriformi. Cele mai frecvente genuri izolate dintre fungii
filamentosi au fost: Penicillium spp., Aspergillus spp., Mucor spp., Fusarium spp., Cladosporium
spp., Alternaria spp. Fungii levuriformi au fost Intélniti la fiecare determinare i1n mod constant si
intr-un grad variabil al concentratiei. Cele mai frecvente levuri din genul Candida au fost C.
parapsilosys si C. Sake.

Conservarea materialului seminal diluat se face la temperatura de 17°C, timp de una
pana la 7 zile; conditii propice cresterii si dezvoltarii microorganismelor, iar prin procesele

biochimice modificd substratul, respectiv si parametrii biologici ai materialului seminal.
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Inseminarea unei scroafe cu un astfel de material seminal, duce frecvent infecunditate si la
aparitia unor ginecopatii oculte. Toate acestea se rasfrang, in cele din urma, asupra aspectului

economic al unitatii respective.

Identificarea surselor de contaminare a spermei si punctele critice de contaminare

Puncte critice de contaminare a materialului seminal de vier in timpul recoltdrii sunt
considerate preputul vierilor si aerul atmosferic al salii de recoltare, acestea au inregistrat cea
mai mare incarcatura bacteriana si fungica.

Atmosfera silii de recoltare reprezintd sursa majora de contaminare e spermei. Valorile
numadrului de germeni din atmosfera silii de recoltare Tnaintea introducerii vierilor a inregistrat
valoarea de 309 x10* m’/aer. Valori mai mici comparativ cu cele obtinute dupa recoltare (442
x10? m*/aer). Dupi introducerea celui de al patru-lea vier la recoltare incircitura microbiologica

din atmosfera salii creste cu 43%.

Efectul contaminarii asupra calitatii materialului seminal

Concentratiei glucozei, valorile pH-ului si NTG-ul, au fost monitorizate in dinamica
conservarii timp de 96 de ore (T4) la +17°C. Acesti parametri au fost interpretati si raportati la
principalii indici de reproductie obtinuti prin I.A. a materialului seminal din momentul T1, al
conservarii.

La ferma 1 media glucozei a fost de 527,5 mg/dl, dupa dilutie (TO); 527,1 la 24 de ore
(T1); 517,7 1a 48 de ore (T2); 513,8 la 72 de ore (T3); 509,5 la 96 de ore (T4). In ferma 2 mediile
au fost de: 526,3 la TO; 505,2 1a T1; 482,0 la T2; 463,8 la T3. Reducerea cantititii de glucoza in
dinamica reprezintd consumul acesteia de catre spermatozoizi, si este intim legatd de calitatea
diluantului folosit si de numarul de germeni prezenti.

In dozele de material seminal se giseste un numar variabil de microorganisme. NTG-ul
variaza de la 11 UFC/ml (in TO, la ferma 1), la 1926 UFC/ ml (in T3, la ferma 2). Dintre
bacteriile identificate majoritatea, si toti fungii, au ca principal caracter biochimic consumarea
glucozei si a fructozei. Aceasta explica scaderea concentratiei de glucoza, si a valorilor pH-ului
din dozele care au un NTG mai ridicat

Valorile medii ale pH-ului au variat de la 7,1 ( 1a TO) la 6,6 ( T4) in cadrul fermei 1; si de la
7,1 (la TO) 1a 5,5 (la T3). Dupa 72 de ore de la diluare (T3), in timpul conservarii, s-a constatat o
scadere marcantd a valorii pH-ului, la probele recoltate din ferma 2, care au ajuns pana la 5,5,

din cauza activitdtii metabolice a microorganismelor aflate intr-o continud crestere. Se observa o
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corelatie stransa intre NTG, valoarea pH-ului si consumul de glucoza; astfel cu cat NTG-ul are valori
mai ridicate, cu atat pH-ul dozelor se modifica prin acidifiere si concentratia glucozei scade.

Se observa ca fecunditatii celei mai mici ii corespund dozele ce au avut valorile NTG-
ului cele mai ridicate. Aceasta legaturd intre, valoarea NTG-ului dozelor conservate i procentul
de fecunditate, se pastreaza si In cazul comparirii loturilor de scroafe ale fermelor respective.
Media fertilitatii in ferma 1, a fost de 83,33%, cu un NTG de 16,7 UFC/ml, in momentul T1 al
insamantarii. Valorile fertilitatii au inregistrat cote mai scazute in cazul fermei 2 (72,00%), unde
NTG-ul a inregistrat valori mult mai crescute (328 UFC/ml in T1).

Putem sa afirmam, astfel, ca existd o corespondenta intre valoarea NTG/ml de material
seminal diluat si capacitatea fecundanta a spermatozoizilor, exprimata prin procentul fecunditatii

a ejaculatului studiat.

Posibilititi de optimizare a reducerii contaminérii in punctele critice de contaminare

In acest capitol s-a urmarit reducerea NTG-ului din sperma bruti si cea diluati, prin
aplicarea unor masuri ce vizau principalele puncte critice de contaminare a spermei.

Prin aplicarea decontaminarii preventive cu aerosoli a salii de recoltare, NTG-ul din aer a
scazut cu peste 85% (de la 841,2x10% la 114,8x10° UFC/m’ aer). Remarcim ci numdrul
bacteriilor a scizut la 810x10? la 110x10*> UFC/m’ aer, iar cel al fungilor de la 31,2x10% la
4,8x10> UFC/m’ aer.

Un alt obiectiv ce urmdreste reducere contamindrii in punctele critice este echiparea
operatorului-recoltator cu doud manusi de recoltare una peste cealaltd. Dupa practicarea toaletei
locale, operatorul indeparteaza o manusa si continua recoltarea cu manusa ramasa.

Incdrcatura microbiologica a S.B. dupi aplicarea protocolului de igiena, a fost de 312,9
x10? UFC/ml, comparativ cu 623,38 x10° UFC/ml identificate initial. Deci putem afirma ca
eficacitatea acestei actiuni este 50,19%, reducand astfel Incarcatura bacteriana din sperma bruta
la jumitate. In urma diluarii, s-a constatat ¢ NTG-ul din dozele de inseminat a inregistrat
valoarea medie de 0,156 x10* UFC/ml. Aceste valori obtinute sunt mult mai reduse decat
determindrile anterioare, si cele citate in literatura de specialitate. Remarcam ca unele probe de
material seminal diluat analizate, au fost sterile din punct de vedere bacteriologic. S-a reusit
astfel, si indepartarea totala a fungilor filamentosi din sperma diluatd, incarcatura in levuri avand

o medie de 1,39 x10° UFC/ml.

ege gy
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Pentru atingerea acestui deziderat s-a elaborat un protocol in vederea aseptizarii
materialului seminal de vier prin folosirea unor diluanti cu antimicotice. Fluconazolul a fost
introdus 1n formula a doi diluanti frecvent utilizati In practica, in concentratii diferite. Au fost
analizate in dinamica, efectele acestuia asupra calitdtii spermatozoizilor conservati timp de 48 de
ore, cu ajutorul analizorului C.A.S.A.

La o concentratie de 125 mg%o Fluconazol introdus in formula diluantului A, valoarea
progresivitatii spermatozoizilor a crescut cu 3,3%. Apreciem astfel ca, In aceastd concentratie
Fluconazolul exercitd un rol stimulativ asupra spermatozoizilor cel putin pentru o perioada de
conservare de 12 ore, dupd diluare, la temperatura de +17°C. Analizand indicii proceselor de
reproductie obtinuti prin inseminare comparativd s-a constatat cd nu existd modificari intre
loturi, atat fecunditatea cat si prolificitatea sunt la aceleasi valori comparabile.

Modificarea formulei diluantilor, prin adaugarea fluconazolului in concentratie de 125
seminal destinat conservarii, iar actiunea antimicoticului nu afecteazd in sens negativ calitatea

spermatozoizilor, si nici indicii de reproductie.

Aprecierea rezistentei spermatozoizilor de vier

Rezistenta se exprima prin numarul de ml de solutie NaCl 1% care opresc miscarea de
inaintare (rectilinie) a spermatozoizilor ce se gasesc intr-un ml de material seminal. Unii autori
afirma cd longiviabilitatea si fecunditatea spermatozoizilor este cu atit mai ridicatd cu cét
spermatozoizii 1si mentin mobilitatea intr-un volum mai mare de solutie de lucru. Valorile
rezistentei spermatozoizilor obtinute la 23 de vieri, au fost cuprinse intre 4500 si 17000, cu o
valoare medie de 11564. In conditii de izotermie, cele mai ridicate valori au fost obtinute pe
sperma brutd cu o medie de 11664; valoarea acesteia a scdzut cand s-a lucrat pe sperma dupa
diluare, (cu o medie de 8031).

La vierii din rasa Mangalita s-au intalnit cele mai mari valori astfel: valoarea medie a
spermei brute a fost de 13500 la temperatura de 37°C si de 11000 la temperatura de 25°C; 8666
pe sperma dupa diluare; si de 7500 dupa conservarea timp de24 de ore.

Procentul cel mai mare al fecunditatii (de 88,09%) s-a obtinut la grupa vierilor Pietrain
linia RK, unde si valoarea medie a rezistentei spermatozoizilor a fost cea mai mare, la toate
categoriile de sperma (13500 la S.B., 11750 la S.D., s1 9000 la S.c.).

Considerdm ca valoarea rezistentei materialului seminal, influenteaza valoarea indicilor

de reproductie obtinuti prin insdmantarea artificiala intrauterind (I.A.L.U.).



