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The effect of fluconazole addition to boar semen diluents on
reproduction parameters

Abstract: Aim: Evaluation of the effect of fluconazole addition to boar semen diluents on main reproductive parameters
in swine. Materials and methods: We used 2 diluents (A and B) in which different quantities of fluconazole have been
added — 250, and 125 mg/l respectively. Their effect on sperm quality has been evaluated after 12 hours of storage
through motility and progressivity testing. Also, the fecundity and prolificity of sows inseminated with the diluted
sperm containing fluconazole have been evaluated. Results: The fluconazole concentration of 250 mg/l decrease the
motility and progressivity in both samples of semen diluted with A and B comparing to witness sample. The reduced
concentration (125 mg/l) either increases the progressivity (as in case of A) or has no effect (as in case of B). This
concentration didn’t affect the fertility and prolificity percentages, their values being the same as in witness group.
Discussion: Fluconazole addition to semen diluents has a real benefit for improving the quality of yeast contaminated
sperm and doesn’t affect the reproductive parameters in sows.
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Rezumat: Scop: Aprecierea efectului aditivarii cu fluconazol a diluantilor pentru materialul seminal de vier si influenta
asupta proceselor de reproductie. Material si metoda: S-au utilizat doi diluanti (A si B) care au fost aditivati cu cantitati
diferite de fluconazol — 250 si respectiv 125 mg/l. Efectul exercitat de acestia asupra spermatozoizilor a fost apreciat
prolificitatea scroafelor inseminate cu materialul seminal contindnd fluconazol 125 mg/l. Rezultate: Concentratia de 250
mg/l fluconazol reduce motilitatea §i progresivitatea in cazul ambelor probe de sperma diluate comparativ cu lotul
martor. Concentratia mai redusa (125 mg/l), fie creste progresivitatea (ca in cazul diluantului A), fie nu are nici un efect
(ca in cazul diluantului B). Aceastd concentratie nu a afectat procentele de fecunditate, respectiv prolificitate, valoarea
acestora fiind comparabila cu cea determinata la lotul martor. Discutii: Adaugarea fluconazolului in formula diluantilor
de aseptizare a materialului seminal destinat conservarii, iar actiunea antimicoticului nu afecteazd in sens negativ
calitatea spermatozoizilor si nici indicii de reproductie.

Cuvinte cheie: sperma, diluanti, levuri, fluconacol, fecunditate, prolificitate

Introducere 270 000 UFC/ml (11,12). Aprecierea numericd a
Importanta studiului factorilor ce pot  germenilor din sperma prezintd o mare importanta
influenta valoarea biologica a spermei este practica deoarece modificarile materialului seminal
covarsitoare, un rol deosebit de important important  sub aspect metabolic se pot datora nu numai calitatii

fiind atribuit prezentei florei microbiene (2,5,11). bacteriilor, ci si numarului lor pe unitatea de volum
Sperma recoltatd in cele mai riguroase conditii de (1,10,14).
asepsie, contine totusi un anumit numar de bacterii, Prezenta acestor bacterii in sperma diluata

evaluat de unii autori ca fiind cuprins intre 120 si este daundtoare viabilitatii spermatozoizilor si
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reprezintd un risc infectios prin insdmantarea
scroafelor (7,9). Avorturile si reintoarcerile
scroafelor, corelate cu aglutinarea si scdderea
viabilitatii spermatozoizilor din materialul seminal
diluat, sunt puse de catre multi cercetatori pe seama
contaminarii microbiologice a dozelor destinate
insamantarii (3,7,12).

Pentru o mai buna aseptizare a materialului
seminal propunem §i recomanddm introducerea in
formula diluantului, pe langa antibiotice, i a unui
produs antimicotic, fara a modifica in sens major
longiviabilitatea si capacitatea fecundanta a
spermatozoizilor.

Lipsa din literatura de specialitate interna si
internationald a datelor cu privire la posibilitatea de
aseptizare cu antifungice a spermei de vier in timpul
conservarii, a dus incercarea de modificare sau
completare a formulei diluantilor folositi pentru
conservarea spermei de vier.

Material si metoda

Cercetarile s-au efectuat pe materialul
seminal recoltat de la un lot de 3 vieri folositi in
mod curent pentru insdmantari artificiale. Conditiile
de crestere, intretinere si zooigiena au respectat
parametri corespunzatori, iar utilizarea la recoltare a
animalelor s-a facut dupa un program prestabilit.
Vierii apartineau liniei 64 PIC, cu varste de 2, 3 si
respectiv 3,5 ani.

Pentru aprecierea gradului de
compatibilitate a fluconazolului cu materialul
seminal, s-a incercat modificarea formulei a doi
diluanti comerciali folositi frecvent in fermele de
productie. Diluantii diferd in functie de compozitia
si durata de conservare. Diluantul A are capacitatea
de a conserva materialul seminal pe termen lung (5-
7 zile), iar diluantul B permite conservarea pe
durate medii de timp (3 - 5 zile), la temperatura de
+17°C. In urma recoltirii si aprecierii valorii
biologice calitative a materialului seminal s-au
constituit doud loturi experimentale si un lot martor
(tabelul nr. 1).

Tabelul 1
Componenta lotului martor si a celor experimentale

Probe martor

(L.M)) Diluant + sperma

Experiment 1
(L.E.1)

Diluant + sperma + 250mg
Fluconazol/1000ml

Experiment 2
(L.E.2)

Diluant + sperma + 125mg
Fluconazol/1000ml
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Fluconazolul a fost adaugat in formula
diluantilor in doud concentratii diferite: 250 mg/I n
cazul probelor din lotul experimental 1 (L.E.1) si
125 mg/l la probele din lotul experimental 2
(L.E.2).

Pentru stabilirea influentei concentratiei
fluconazolului asupra motilitagii si progresivitagii
spermatozoizilor s-a utilizat sistemul CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis) al analizorului
IVOS Sperm Analizer — USA (fig. nr. 1).
Adaugarea fluconazolului in diluant s-a realizat in
conditii de izotermie si de igiena strictd. Pentru a
stabili o concentratie eficientd Impotriva levurilor,
dar care sa nu modifice capacitatea fecundanta a
spermatozoizilor, s-au adaugat concentratii diferite
urmate de analiza calitatii materialului seminal dupa
12 ore de la diluare, timp in care probele au fost
conservate la +17°C. Determinarile efectuate in
acest sens au urmarit identificarea motilitatii si
progresivitatii  spermatozoizilor din  probele
examinate (fig. nr. 2).

Sistemul de Analizd Computerizatd a
Spermei ofera informatii despre mobilitatea fiecarei
celule spermatice 1n parte, prin procesarea
imaginilor  electronice ale  spermatozoizilor,
reconstruieste traiectoria fiecarei celule spermatice,
evalueaza simultan si obiectiv fiecare componenta a
spermatozoidului astfel incat pot fi detectate chiar si
modificarile minore ale mobilititii acestora
(8,13,15).  Protocolul experimental a vizat
modificarea formulei diluantilor frecvent folositi
prin stabilirea unei concentratii optime a
fluconazolului, care sa nu modifice capacitatea
fecundanta a spermatozoizilor.

Pentru o apreciere obiectiva a influentei
aditivarii cu fluconazol a diluantilor, s-a urmarit
efectul noilor formule de diluanti asupra indicilor de
reproductie: fecunditatea si prolificitatea scroafelor.
Astfel, s-au preparat doze de inseminare cu o
concentratiec de 125 mg/l  fluconazol. Lotul
experimental (L.E.)) a fost de 20 scroafe,
insimantate cu 3,5 x10° spermatozoizi / 80 ml
diluant (cu 125 mg/l fluconazol), iar cel martor
(L.M.) 20 de scroafe insaméntate cu 2,5 x10°
spermatozoizi / 80 ml diluant simplu. Loturile
respective au fost alcdtuite din scroafe care si-au
manifestat spontan faza estrald si au fost inseminate
artificial prin metoda clasicd. Conditiille de
intretinere, hranire, igienda si comfort au fost
identice pentru loturile respective.
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Figuranr.1-Anal i zat or de

Figure 1 - IVOS Sperm Analizer

Rezultate

In urma analizei probelor provenite de la
lotul martor, valorile medii ale motilitatii (M%) si
progresivitatii (P%) in cazul celor doi diluanti sunt
redate in tabelul 2.

Tabelul 2
Valorile individuale si medii ale M% si P% la lotul
martor

L.M. Diluantul A Diluantul B

M% P% M% P%

Vier 1 82 42 77 30
Vier 2 78 36 74 30
Vier 3 81 40 76 32

X 80,3 39,3 75,6 30,6

In cazul diluantului A, media valorilor in
cazul probelor provenite de la cei 3 vieri (x) a fost
de 80,3% la matilitate, cu limite cuprinse intre 72%
si 82%. Pentru progresivitate, valoarea medie
inregistrata a fost de 39,3%, cu limite cuprinse intre
36% si 42%. In cazul diluantului B, media a fost de
75,6% la motilitate, cu limite cuprinse intre 47% si
77%, si de 30,6% (cu limite intre 30% si 32%) la
progresivitate.

In urma analizei rezultatelor obtinute, s-
au constatat diferente individuale intre probele
provenite de la vierii studiati. Diferente s-au
inregistrat si In cazul celor doua tipuri de diluanti,
atat la M% (care a avut o medie de 80,3% la
diluantul A si de 75,6% la diluantul B), cat si la P%
(care a fost de 39,3% la diluantul A si de 30,6% la
diluantul B). Aceste diferente s-ar putea explica prin
variabilitatea individuald a calitatii materialului
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using C.A.S.A.

seminal de la cei 3 vieri si prin compozitia diferita a
diluantilor utilizati.

La L.E.1, unde in formula diluantului s-
au introdus 250 mg/l fluconazol, valoarea medie a
M% pentru diluantul A a fost de 72%, cu 8,3% mai
mica decat media lotului martor (tabelul 3). in acest
caz, progresivitatea a inregistrat valori mai mici cu
0,3% (39% la L.E.1) fata de cea a L.M. (respectiv
39,3%).

Tabelul 3
Valorile mobilitatii lotului experimental 1
L.E.1 Diluantul A Diluantul B
21%%5?3{ M%  P% M% P%
Vier 1 82 47 60 13
Vier 2 63 31 69 27
Vier 3 71 39 64 21
X 72 39 64,3 20,3
Tabelul 4
Valorile mobilitatii lotului experimental 2
L.E.2 Diluantul A Diluantul B
11%%(';3{ M9% P% M9% P%
Vier 1 84 46 76 31
Vier 2 78 39 70 28
Vier 3 80 43 73 29
X 80,6 42,6 73 29,3
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Pentru determindrile efectuate la probele
diluantului B, intre lotul martor si cel experimental
1, s-au observat diferente semnificative ale valorilor

s p eFigmanrI2\MA@S eci erea mobilitati:i
prin sistemul CASA. —i nt er fata de
Figure 2 — Evaluation of spermatozooa motility
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parametrilor determinati (p < 0,05). Scaderea a fost
cu 11,3% 1in cazul motilitatii (64,2%) si cu 10,3%
pentru progresivitate (20,3%).

Aceste diferente intre probele L.M. si cele
ale L.E.1 s-ar putea explica prin faptul ca
metabolismul spermatozoizilor este afectat de
concentratia de 250 mg/l fluconazol.

Atunci cand concentratia de fluconazol
adaugata diluantilor a fost de 125 mg/l (L.E.2),
rezultatele determindrilor au  Inregistrat valori
crescute pentru probele diluantului A, si mai scazute
pentru cele ale diluantului B (tabelul 4).

Motilitatea medie pentru diluantul A la
L.E.2 a fost de 80,6%, mai mare cu 0,3% decat la
LM. (80,3%). O crestere mai accentuatd s-a
inregistrat pentru miscarile de progresivitate ale
spermatozoizilor din probele diluantului A.
Progresivitatea la lotul experimental 2 a avut
valoarea de 42,6%, iar la probele L.M. aceasta a
fost de 39,3%, deci cu un procent de 3,3 mai mare
(figura nr.3,4).
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Figuranr.3:Val ori |l e medi i

Figure 3 — Motility mean

Diluant A

Diluant B

Figuranr.4: Val oril e medi.

Figure 4 — Progresivity mean
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Motilitatea medie a probelor diluantului
B a inregistrat valoarea de 73%, iar progresivitatea
medie a fost de 29,3%. Probele diluantului B din
L.E.2 au inregistrat valori mai apropiate de cele
inregistrate la L.M., comparativ cu cele ale L.E.1.
Diferenta in cazul M% a fost de 2,6%, iar la P% de
1,3%.

In urma insimantirii artificiale a
scroafelor din loturile respective, un numar de céte
4 scroafe, atit din L.M. cat si din L.E., au
manifestat sindromul reintoarcerii la calduri (tabelul
5). Astfel, fecunditatea lotului experimental a fost
de 80%, valoare identica cu cea a lotului martor
(80%), deci putem afirma ca nu sunt intdlnite
modificari vizibile asupra proceselor de fecundatie
si nidatie.

Tabelul 5
Indicii de reproductie la femelele luate in studiu

al e

Nr. Tip Conc Fecunditat Prolificitatea
scroa ul A ea
IfZ Id:\ d‘l’éag Nr. % Total Medi
o N X purc al
() ei(n) fitar
e
L. 20 E.C. 3,5 16 80 146 9,125
M.
L.E 20 =G, 3,5 16 80 145 9.062
1.A.= insamantare artificiala,
E.C.= L.LA. endocervicala.
Diagnosticul de gestatie s-a stabilit

ecografic la 21 de zile dupa data insamantarii (fig.
nr. 5), utilizdnd un ecograf portabil Agroscan, cu
sonda fixa de 3,5 si 5 MHz (fig. nr. 6).

mo Pentru; lptyl { magtor, numarul total de
purcei obtinuti de la toate scroafele a fost de 146, cu
un purcel mai putin decadt cei obtinuti la lotul
experimental (n=145) (tabelul 5).

Figure 5 — Uterus of pregnant sow (21 days)
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Figura nr.6 Diagnosticul ecografic algestat i e i
Figure 6 — Echografic diagnostic of pregnancy

Discutii
Cand numarul de spermatozoizi care au
ajuns la nivelul salpinxului pentru a realiza

fecundatia ovocitelor este mic, posibilitatea ca
fecunditatea si prolificitatea sa aibd valori scézute
este mare. Fecunditatea se afla in stransad
dependentd cu prezenta spermatozoizilor mobili,
care au capacitate fecundanta, iar prolificitatea este
dependentd de numarul acestora in raport cu
momentul ovulatiei (4,6).

In cercetarile noastre anterioare (5), s-a
observat ca existd diferente in ceea ce priveste
calitatea materialului seminal de vier furnizat de
diverse laboratoare de recoltare a spermei. Prin
analiza spermei brute (S.B.) s-a constatat o
incarcaturd microbiana crescutd - intre 65,4 x10° si
99,3x10°% cu o medie de 82,41x10® UFC/ml. Dupa
diluarea materialului seminal in vederea obtinerii
dozelor de inseminare, s-a observat o reducere a
concentratiei microbiene. Numarul total de germeni
(NTG) a variat intre 0,12 x10% si 0,588 x10°, cu o
medie de 0,354 x10° UFC/ml. Aceastd scidere a
NTG-ului se explicd prin folosirea de diluanti
aditivati cu substante antibacteriene. Pe langa
bacterii, in S.B. s-au identificat si fungi, cu o
incarcatura medie de 0,155)(103 UFC/ml. In sperma,
dupa dilutie, incarcatura fungicd a persistat, fiind
identificati 1intr-o concentratic de 0,153x10°
UFC/ml. Aceastd sciadere o consideram 1insa
neconcludenta, deoarece diluantul folosit nu contine
substante care sd actioneze si asupra fungilor.
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Important de remarcat este cd, in cadrul
fungilor persistenti in sperma diluata, majoritatea au
fost levuri. Deoarece acestea au fost evidentiate in
mod constant si relativ in acelasi titru, consideram
cd este vorba de o contaminare posibil internd,
posibil din zona preputialdi a vierilor. Fungii
filamentosi identificati indicau o contaminare
externd, cu punct de plecare microclimatul din
spatiul de recoltare si au fost inlaturati prin
efectuarea unui protocol riguros de igiend a
recoltarii.

Microorganismele prezente in dozele de
inseminare destinate conservarii, gasesc conditii
favorabile de crestere si dezvoltare, producand
modificarea calitatii acestora, deoarece conservarea
se face la 17°C, timp de 1-3-5 zile, pana la
momentul inseminarii.

S-a constatat ca In timpul conservarii, unii
parametri de calitate sunt afectati: concentratia
glucozei (526mg/dl) si valoarea pH-ului (neutru)
sufera scaderi in functie de titrul NTG-ului /ml.
Astfel, la 24 ore dupa diluare, concentratia glucozei
era de 505 mg/dl, iar valoarea pH-ului de 6,7 la
probele cu NTG-ul de 328 UFC/ml. La 96 de ore,
NTG-ul a crescut la 1926 UFC/ml, glucoza a scazut
la 463mg/dI, iar pH-ul la 5,5. La aceste valori ale
pH-ului, mobilitatea spermatozoizilor de a fost
abolitd. Examenele microbiologice calitative care
au folosit galerii ID32C (bio Mérieux, Franta) au
identificat intr-o proportie foarte mare Candida
au utilizat apoi galeriile ATB fungus3 (bio Mérieux,
Franta), concentratia minima inhibantd (C.M.L.)
determinata fiind de 05 mg/l in cazul
fluconazolului (singurul antimicotic hidrosolubil
inclus in galeria de testare si care poate fi introdus
in diluantii S.B.).

De aceea, aditivarea diluantilor cu substante
antimicrobiene care sd inhibe multiplicarea
bacteriilor si levurilor prevenind astfel scaderea pH-
ului si afectarea spermatozoizilor este un demers
benefic pentru procesele de reproductie.

Datele obtinute 1in prezentul studiu,
sugereaza faptul ca diluantul A are valori apreciabil
mai bune, indiferent de concentratia de fluconazol
utilizata. La o concentratie de 125 mg/1 fluconazol
introdusa 1n formula diluantului A, valoarea
capacitatii fecundante a spermatozoizilor a crescut
cu 3,3%. Apreciem astfel cd, 1n aceastd
concentratie, fluconazolul exercitd un rol stimulativ
asupra spermatozoizilor, cel putin pentru o perioada
de conservare de 12 ore dupa diluare, la temperatura
de +17°C. Parametrii de mobilitate ai
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spermatozoizilor din probele unde fluconazolul a
avut o concentratie de 250 mg/1 au inregistrat valori
mai scazute cu 11,3% 1in cazul motilitagii si
respectiv cu 10,3% pentru progresivitate. Aceste
diferente S-ar putea explica prin faptul ca
metabolismul spermatozoizilor este afectat de
concentratia de 250 mg/l fluconazol.

Prolificitatea loturilor a fost usor diferita,
constatandu-se o valoare mai mare la lotul martor,
insd aceasta nu este semnificativa statistic (p >
0,05). Numarul mediu de purcei obtinuti la fatare a
fost de 9,125 la L.M., cu 0,43 mai mult decat media
L.E. (9,062). Analizand indicii proceselor de
reproductie obtinuti, constatim c¢d nu existd
modificari in cazul doua loturi, atat fecunditatea cat
si prolificitatea avand valori comparabile.

Astfel, putem afirma ca modificarea
formulei diluantilor prin adaugarea fluconazolului
in concentratie de 125 mg/l, aduce un real beneficiu
mai ales in cazul spermei intens contaminate cu
levuri din zona preputiald in timpul recoltarii, prin
materialului  seminal destinat conservarii, iar
actiunea antimicoticului nu afecteazd 1n sens
negativ calitatea spermatozoizilor si nici indicii de
reproductie.
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