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Es geht auch ohne:

Alternativen zu Antibiotika im
konservierten Sperma

Dagmar Waberski

Reproduktionsmedizinische Einheit der Klinken/ Klinik fiir kleine Klauentiere

55. Tagung des Arbeitskreises Tiergarten @ 24.-26.04.2025

Jede Besamungsportion enthalt Antibiotika.
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Antibiotika in Spermaportionen

»Relevanz in Schweine-KB
» Alternativen
- Kaltelagerung bei 5 °C

- Photodynamische Inaktivierung von Bakterien
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Hintergrund

—)
Lagerung Ebersperma  gigjq fr Antibiotika im Verdinner
bei 16-18°C fiir Keimwachstum (EU-Vorschrift bis 2023)
Sperma enthalt mehrere Tage
natirlicherweise
Bakterien Klassische AB o
verlieren 4m=m Risiko fir -
Wirksamkeit; Resistenzbildung
Ausweichen auf
»Reserve-AB*
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Resistenzen in Spermaportionen

Boar Semen Contamination: Identification of Gram-Negativ

J— — Resistente Keime
ey Gentamicin 57 %
Penicillin 57 %

Neomycin 59 %

— e Ceftiofur 48 %
e Lincomycin 48 %

L i SN Ampicillin 50 %
96 Sper i aus 3 KB.:

48 positiv fir Bakterien

Costinar et al. 2021
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,Highest priority ,Critically important*
critically important*
Antibiotics in semen extenders:

+ Cephalosporins
3rd, 4th

« Gentamicin

WHO List of Medically

Important Antimicrobials generation * Apramycin
ahere « Enrofloxacin « Ampicillin
*+ Marbofloxacin * Amoxicillin
« Colistin « Amikacin
(Polymyxin E) . :
© World Health Organization 2024 « Polymyxin B Neomve

* Ticarcillin
(Timentin)
* Tylosin

hitps:ficdn.
mialist-2024-1vpdf?sfursn=3320dd3d_2




I~ (7 Relevanz fiir One Health

Nativsperma: GroRvolumige KB-Portion RﬂqkfIU§s nach KB Eintrag in Béden und
103 -10¢ KBE/ml  Hohe Lagerungstemperatur in die Giille: > 80 % Gewasser

Antibiotika in Spermaportionen: Ein Dilemma

..

One Health %

Contra Antibit

Pro Antibiotika

Zunehmend antimikrobielle Resistenzen

« Verbot der Anwendung bestimmter Antibiotika
« Akzeptanz der industriellen Fleischproduktion }
« Verantwortung gegeniiber One-Health

« Sperma enthalt immer Bakterien
+ Antibiotika sind Standard (EU-VO bis 04/2023)
« Schutz der Sau vor Infektionen
+ Schutz der Spermaqualitat

Alternativen ?

4.3.954546; 4o 10390 pthoge

pathogens

Alternatives to Antibiotics in Semen Extenders: A Review
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Jame AL

Bacteria and Boar Semen Storage: Progress and Challenges

.\j Animal Reproduction Science ‘ i

u Sensors s

Strategies for Bacterial Eradication from Human and Animal
Semen Samples: Current Options and Future Alternatives

[—
Antibiotics and their alternatives in Artificial Breoding in livestock

M. Schulze", . N Mefius, B, Hemel, M. Jung. U. Jakop

Michal Durstha "0, i B i Chiaye "5 and Era Tordi

EU Legislation has changed!

213203

Official Tourral of the European Usion Lsin

COMMISSION DELEGATED REGULATION (EU) 2023/647
of 13 January 2023

amending Delegated Regulation (EU) 2020/636 supplementing Regulation (EU) 2016/429 of the European Parliament and of
the Council as regards the approval of germinal product establishments and the traceability and animal health requirements

for movements within the Union  certain kept I

(Text with EEA relevance)

[...] Chapter llI

3. The semen used to fertilise the oocytes must be collected from animals which comply with the requirements set
out in point 1.7
(3) Annex III is amended as follows:
(a) inPart 1, point 3 is replaced by the following

(b) in Part 1, points 4 and 5 are deleted;

http://data.europa.eu/eli/reg_del/2023/647/oj
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Alternativen ?

Risikoanalyse
» Welche Bakterien sind bedenklich? / sl 2
> Ab welcher Keimzahl? w“; [
» Wie sind die Resistenzprofile? . !/

» Wachstumsrate von Bakterien -’
im konservierten Sperma?

Risikoanalyse

Harmful to the sow?

» Bakterien kommen nattirlicherweise im Sperma vor
» Natursprung: 50- bis 100-fach hohere Bakterienzahl im Vergleich zu KB

> Der Uterus im Ostrus hat starke Clearancemechanismen

Chancenanalyse Bl » Kommensale Bakterien sind harmlos fiir die Sau
» Vorbeugung von Resistenzen _\\Y— \“_ T * » Spermienschadigung hangt ab von Bakterienart \ R
> Rolle des mannlichen Genital- R j . d K trati W
mikrobioms fiir die Fertilitat? peneryss und -konzentration
Rowe et al. 2020, Trends in Ecology & Evolution, March
2020, Vol. 35, No. 3 https://doi.org/10.1016/j tree.2019.11.004
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Bakterien im Sperma

Neu: Samen Microbiom

« Bakterien = natlrlicher Spermabestandteil

Tradition: Bacteriospermia
« Bacterien = Pathogene

Eliminierung Akzeptanz
resultierend in: Abhangig von:
« ,Overuse” von Antibiotika * Bakterienart
« AMR « Bakterienkonzentration

17°C. 144 h

. l
n = 10-20 boars / Al-center -

(n = 233 boars / 16 Al-centers)

’ wio
S antibiotics
N Membrane integrity
Asservation Bacteria identification
- MALDI - TOF
—

—
>5x10°CFU/mI Bacterial load

Created with BioRender com
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Bakterien >5 x 103 KBE/mL bis 144 h Lagerung

Bacteria species Samples Al CFU/mL Low "
Low High
centers motiity  MeMPrANe o001 tination
integrity
(n) (n) min max (n samples) (n samples) (n samples)

Achromobacter xylosoxidans 1 1 - 5.6 x 107 0
Alcaligenes faecalis 1 1 8.0x105 8.0 x105 0 0 0
Bacillus subtilis 1 1 2.0x107 20x107 0 0 0
Kerstersia gyiorum 1 1 15x105 1.5x105 0 0 0
Klebsiella oxytoca 3 3 20x10° 4.9 x108 0 0 2
Kosakonia cowanii 1 1 4.0 %105 4.0 x108 0 0 0
Proteus hauseri/vulgaris 13 7 1.0x 104 9.6 %107 0 0 0
Proteus mirabilis 1 1 9.0x105 9.0 x10% 0 0 0
Providencia rettgeri 2 1 15x10¢ 1.9 x109 0 0 0
Providencia stuartii 10 2 80x10% 1.0 x108 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 1 1 1.6 % 10 1.6 x 10¢ 0 0 0
Serratia marcescens/
nematodiphila/ureilytica 19 6 1.2x10¢ 1.5 x109 7 4 8
Serratia rubidaea 2 1 9.0 x10% 6.3 x 107 0 0 0

i i 1 1 3.0 x10* 3.0 x104 0 0 0

(Luther et al. 2023, DOL: 10.3389/fvets.2023.1294903)

Keimzahlen und Spermaqualitat (144 ohne AB)

Motilitat

Membranintegritat

00

Motilty after 120/144 h storage (%)

Membrane intact sperm after 1201144 h storage (%)

101 100 100 10: 100 10+ 05 100 Vet Aoe 10

Bacteria CFUIML.

100 100 100 100 100 100 100 100 107 100 100 10
Bacteria CFUML

© Wobactera ' Otner bacteria

o Seratiaspp. ® Kiebsiela oxytoca

© Wiobacteria ® Other bacteria

© Sematiaspp. @ Kiebsiella oxytoca
n=233 Eber

(Luther et al. 2023, DOI: 10.3389fvets. 2023.1294903)
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Serratia marcescens

) Antibiotic Seretis
marcescens
Am 7

- 16414 Bacterial
. 16412 j cpecies

Anforderungen an Alternativen

Verdlinnerzusatze

» Hohe antimikrobielle Aktivitat

1,E+10 . . PTeTy &% ¥
E o0 = » Keine Spermientoxizitat , _
o Clavulanic acid i
I3 2 1E06 //// Ampicilin » Kein Einfluss auf Genital der Sau . i
e ——— Ceftiofur v
| lf‘ozw (CEpHBIOHI » Umweltfreundlich -
s ) .. 1E+00 Colistin
Lot \ \ Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h Enrofloxacin » Hohe Stabilitat Peptive
' / . ~=-Serratia ~=Klebsiella Erythromycin
. Florfenicol Aali i
1 \ Achromobacter  Burkholderia Gentarnicin > Wasserloslichkeit Spermabehandiung
. Pe illin G . . . -_—
wirk Y ~ P e > Keine Resistenzentwicklung -~ I
- Gram negatives Bakterium 1S : . L - T
. Hochgragig spermizid . » Leicht und zuigig anwendbar '! ofo
i L2 . . ! o @
- Multiresistent 2t Trimethoprim/ » Okonomisch ) =) -
oo r Sulfonamid Single layer Nicht-
* Hohe Wachstumsrate bei 17°C = = * Plasmen
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Kaltelagerung bei 5 °C

5 °C Lagerung inhibiert Serratia

1012
101~ %
101 £
10
4 108CFU/mI  [E

2 2

5

c c
. . P

.-
Oh  24h 48h 72h 96h 120h 144h

101 .

Serratia marcescens (MaaBen et al, 2023)

2o 17 °C + bacteria

- 6°C + bacteria

['5°C; unspiked
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Multi parametric sperm analysis

Waberski et al. Sci. Rep. (2019) 9:14748

Boars Extender Cooling

Ex vivo assays

Storage

Microbiology

Createg i

Konzept der 5 °C Lagerung

Andros

|02°Cimin

X o 1 2 3 a4 s & 7 8 9 W on oW

..... Time (h)

Protektiver Verdlnner

Kontrollierte Abkiihlung Programmierbarer Kiihlschragﬁk
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Working together

Science

1

minitube

Industry

5 °C Lagerung: In vivo-Studien

P N Abferkelraten (%) WurfgréRen
( W’; Betriebe Sauen
-

{ A\ (n (n 17 °C 5°C 17 °C 5°C
= i / roay

VAL 3 1262 | 956 963 | 152 156

) ~p€,  2016-2019,Sidamerika

v

Waberskiet al. 2019;  Jékel et al. 2021; Paschoal et al. 2021

2 579 92,6 91,2 18,2 17,9

Reckingeret al. 2025,

1 267 92,7 91,0 18,0 17,8

Reckingeret al. 2024, in preparation

2024, Deutschland
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Was sagt die Praxis ?

.@

T

- Vorbeugung von Resistenzen
- Ad hoc-Konzept fiir Notfall

- Beitrag zu One-Health

- Temperaturstabilitat

- Pioniergedanke

- Spezifisch pathogene Erreger
- Spermienzahl pro Dosis

- Besamungsmanagement

- Praktikabilitat

- Paradigmenwechsel

Photodynamische Inaktivierung (PDI)

25 26
Photodynamische Inaktivierung (PDI): Das Prinzip Anwendungsbereiche
]
[
PS* ®
Molekiil + i N 503
02 102 —_— A N L2
. . : i Bladder and prosiate
Molekularer Singulérer
Sauerstoff Sauerstoff pastefter
- Ein photosensitives Molekdl (PS) wird durch Licht angeregt. ) \\/CS orccs
- Bei der Energielbertragung wird singulérer Sauerstoff gebildet. Periodontal disease _Jf- -
- Dieser inaktiviert Bakterien. T
. . . . . Aane Nail fungus
Ty Tieriirli e Techechule Created with BioRender.com
27 28
Herausforderung der PDI Die PhiSperm Projektpartner
Ty,
4 3
Effektivitat gegen Bakterien 5; E
c”'mmw“&y
. Stiftung Tierérztliche Wissenschaft Humboldt Universitét zu
:wkéivz(emng Sng::f;ie" Hochschule Hannover Berlin
er Bakterien
Industrie
Schutz der Spermien '
ek
minitube
Minitiib GmbH
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Auswahl des Photosensitizers

Eosin Y Ja Beschrieben Ja T
~544 nm
PCor+ Nein Beschrieben Nein w414 nm *
~591 nm '
q q ~421 nm .
TMPyP Nein Beschrieben Ja <700 nm

lllumination setup

Sample bag

(8 ml; 2 uM TMPyP)
PS - concentration 0.5 uM- 10 uM
lllumination time 30s-360s
lllumination intensity 1.0 mW/cm?2 - 9.5 mW/cm?

Light source
(LED: 420 - 800 nm)

Control unit
(56 mW/cm?; 90 s)

(Luther et al. 2024, DOI: 10.3389/fmicb.2024.1429749)
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Spermaqualitat

Motilitat Mitochondrienaktivitat
Control | POI__| Contiol | PO Contral |__POI_| Conrol | _POI
A TSI PPN DS P : N N R i
° gl = LE g u ? == = =
g . ] E :
z T - . i 5 |
B 8 j
£ | | £ !
§ : | 3
30 B £
) : H
H 3 T T T T T T : T T T L T T
e § O
P I S PR I S DX @ & LSNPS LS LS LS
£ §k° ) Yq@ 2 Yq@ £ ?q@ < Yq@ < Yq@ < vg\ < vg\ [@ ‘g\ < ‘?g« @ ?Q\ < ?Q\
Sh 72h 144 h Sh 72h 144h
storage time storage time.

(Luther et al. 2024, DOI: 10.3389/fmicb.2024.1429749)

Spermaqualitat

Chromatinintegritat

TMPYP (pM)  © 2 2 2

Light - - 45mW/em® 9.5 mW/em?,
905 30 min

DFI (%) 02 54 68 48

(Luther et al. 2024, DOI: 10.3389/fmicb.2024.1429749)
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Mikrobiologie

Control | Control | Control |
i ;i ah

CFU/mL

storage time

(Luther et al. 2024, DOI: 10.3389/fmicb.2024.1429749)
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Erste Ergebnisse
-Fruchtbarkeit-

Proof of Principle — Fruchtbarkeitsversuch

-7

—_—

C‘a S~

Kunstliche
Besamung

Ferkel
(Gesamt)

22

Created with BioRender.com
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Fazit

Besamung ohne Antibiotika ist keine Utopie mehr.

Sie kann eine Notwendigkeit werden.

» Kaltelagerung ist ad hoc in Praxis transferierbar

» Photodynamische Inaktivierung ist noch in F&E Stadium
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