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Abschlussbericht Brachyzephalie

Sehr geehrte Damen und Herren

Gerne sende ich lhnen im Anhang unseren Abschlussbericht zu unserem
Forschungsprojekt ,Erkennt man Hunde, die in der Vergangenheit Atemnot hatten,
mittels Bluttests? Etablierung eines Screening-Tests fur brachyzephale Hunde zur
Ausstellungs- und Zuchtzulassung®.

Ziel war, dass wir anhand ihrer Blutwerte nicht oder nur leicht vom obstruktiven
Atemnotsyndrom betroffene brachyzephale Hunde (BOASQ®) von mittelgradig und
schwer betroffenen Hunden (BOAS@) unterscheiden kdnnen. Dazu haben wir uns
auf Blutwerte fokussiert, welche die Atemfunktion widerspiegeln konnten und welche
in der Vorgangerstudie die Differenzierung zwischen brachyzephalen und nicht
brachyzephalen Hunden ermdglicht hatte. Diese Blutwerte wurden in der von lhnen
unterstutzten Studie auf ihre Eignung als Screeningparameter bei nicht, leicht,

mittelgradig oder schwer betroffenen franzésischen Bulldoggen untersucht.

Deutlich unterschied sich MCH, der mittlere zellulare Hamoglobingehalt in den roten
Blutkdrperchen zwischen den nicht oder nur wenig betroffenen (BOASO) und den
starker betroffenen Hunden (BOAS@®). Dies konnte, wie bei intermittierender

Hypoxie bekannt, eine physiologische Anpassung an die intermittierend unter

[

Belastung auftretende Hypoxie ! sein. Diese ist Folge der veranderten Anatomie
brachyzephaler Hunde. Mdglich ware aber auch, dass dies bereits die Folge einer
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genetischen Adaptation der franzosischen Bulldogge an das Leben unter
hypoxischen Bedingungen darstellt- ganz ahnlich wie bei menschlichen
Populationen, die seit Jahrhunderten in extremen Hohenlagen leben. ?

Leider ist unseres Erachtens die Bestimmung des MCHs als Screeningtest
momentan nicht ausreichend. Die an unseren 84 Hunden ermittelte diagnostische
Genauigkeit des MCH- Grenzwertes ist nicht so hoch, als dass wir diesen als
alleiniges Differenzierungsmerkmal fur die Unterscheidung empfehlen wirden.
Erfreulicherweise hat jedoch die Schulung von Tierarzten fur den auch von uns
angewendeten «Trotting Test» zur Differenzierung von BOAS@ und BOASO bereits
begonnen, so dass unsere Ergebnisse in Zukunft vielleicht in Kombination oder auch
in fraglichen Fallen eingesetzt werden konnten und zudem bald deutlich mehr
potentielle Probanden fur die Testevaluation zur Verfugung stehen werden.

Wir sind sehr dankbar, dass Sie uns unterstutzt haben, damit konnten wir einen Tell
der Untersuchungen finanzieren. Unser erstes Manuskript wurde bereits eingereicht,
die zweite Veroffentlichung, zu der Sie massgeblich beigetragen haben, folgt
voraussichtlich im Juli dieses Jahres.

Wir bitten Sie die Ergebnisse von L. Reich, S. Kdmpf und C. Schmid noch vertraulich
zu behandeln, da sie noch nicht publiziert sind und beim zweiten Teil der Studie
zudem eine Uberpriifung der Datenauswertung noch ansteht. Bitte denken Sie an
unsere fleissigen Dissertanten — erst die Publikation der Ergebnisse in einem peer-
reviewed paper sichert ihnen ihren Doktortitel.

Mit freundlichen Gruassen und einem herzlichen Dankeschon fur lhre Unterstitzung

Im Namen des ganzen Forscherteams

Prof. Dr. med. vet. Iris M. Reichler Prof. Dr. rer. Nat. Anna Y. Bogdanova
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Abschlussbericht

»Erkennt man Hunde, die in der Vergangenheit Atemnot hatten,
mittels Bluttests? Etablierung eines Screening-Tests flr
brachyzephale Hunde zur Ausstellungs- und Zuchtzulassung*

Einleitung:

Brachyzephale (kurzschadelige) Hunderassen erfreuen sich stetig wachsender
Popularitat, so belegen sie derzeit in der Schweiz mit dem Chihuahua und der
Franzosischen Bulldogge Platz eins und funf der beliebtesten Hunderassen. Die
Zunahmen sind mit 25% bzw. 89% seit 2016 im Vergleich zur Gesamtzunahme von
Hunden in der Schweiz in diesem Zeitraum mit 12% deutlich Uberproportional® und
dies, obwohl Medienkampagnen von Tierschitzern und Tierarzten die
Qualzuchtproblematik mit den Folgen einer Vielzahl von gesundheitlichen
Problemen dieser Hunde aufzeigt und anprangert. 2-3° Diese widerspiegelt sich auch
in der im Mittel um rund 2 Jahre kurzeren Lebenserwartung brachyzephaler Hunde.
Von den funfzig haufigsten Hunderassen in der Schweiz zeigte die franzdsische
Bulldogge mit lediglich 7.7 Jahre die geringste Lebenserwartung, am altesten wurde
der ungefahr gleichgrosse West Highland White Terrier mit 13.89 Jahren. ! Die
niedrigere Lebenserwartung ist unter anderem durch eine hohe Fruhsterblichkeit
bedingt. ' Erkrankungspradispositionen bestehen u.a. flr verschiedene
neurologische, dermatologische, gastrointestinale sowie ophthalmologische
Erkrankungen. Am haufigsten ist das brachyzephale obstruktive Atemwegssyndrom
(BOAS) 38, deutlich erkennbar durch die angestrengte Atmung begleitet von lauten
Atemgerauschen unter Belastung, in starker betroffenen Hunden aber auch in Ruhe
und im Schlaf. 37 Erstickungsanfélle sind haufig, da Hunde mit BOAS hochgradig
stress- und belastungsintolerant sind.® 7: 2': 3839 insbesondere bei warmeren

Umgebungstemperaturen. Der Vergleich mit nicht brachycephalen Hunden zeigt ihre
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schwerwiegende Hitzeintoleranz anhand ihrer hoheren Sterberate in den
Sommermonaten. ’

Um das mit der Brachyzephalie einhergehende Tierleiden zu vermeiden, wurde eine
Arbeitsgruppe an der Vetsuisse-Fakultat gebildet. Initiiert wurde dies durch den
Schweizer Tierschutz, nachdem uns bereits Vertreter des Schweizerischen Klubs fur
Franzosische Bulldoggen kontaktiert hatten. Mittlerweile sind wir ein groRes Team
bestehend u.a. aus Physiologen, Klinikern, Tierschutzvertretern und Epidemiologen
und werden dankenswerterweise unterstitzt vom Bundesamt fur
Lebensmittelsicherheit und Veterinarwesen, der Haldimann-Stiftung, der
Schweizerischen Vereinigung fur Kleintiermedizin und Ihrer Albert-Heim-Stiftung.
Unsere Arbeitsgruppe hat bereits verschiedene Projekte verwirklicht. Die deutlich
reduzierte Lebenserwartung brachyzephaler Hunde wurde spezifisch fur die Schweiz
an Hand der Daten der nationalen Hundedatenband von Livia Reich in ihrer
Dissertationsarbeit aufgezeigt ' und wird in den nachsten Tagen im Schweizer
Archiv fur Tierheilkunde veroffentlicht. Ihre Daten sollen die Schweizer Bevolkerung
fur die Qualzuchtproblematik sensibilisieren. Erfahrungen und Einstellungen von
Schweizer Tierarztinnen und Tierarzten zum Thema Brachyzephalie bei Hunden und
mogliche Losungsansatze hat Deborah Schneider in ihrer Masterarbeit unter der
Leitung von Sonja Hartmann erfragt ¢ Das Hauptziel der vorliegenden Studie war
die Untersuchung von Blutparametern, welche sich zur objektiven Bewertung des
Schweregrads des brachyzephalen obstruktiven Atemwegssyndroms (BOAS)
eignen konnte, in der Hoffnung, einen Screeningtest basierend auf quantitativen
Bluttests, welche die Atemfunktion widerspiegeln, entwickeln zu konnen. Dies wurde
eine kontrollierte Zuchtselektion von Hunden mit freien Atemwegen, d.h. von
Hunden, die nicht an BOAS leiden (BOAS®), ermdglichen und so bei den
Nachkommen die Anzahl unter BOAS leidender Hunde (BOAS@®) verringern. Zur
Diagnostik von BOAS werden bisher verschiedene Modalitaten eingesetzt;'s: 16: 39 40
diese sind jedoch invasiv, aufwandig oder subjektiv und eignen sich daher nur
bedingt fur Screening-Verfahren im Rahmen der Zuchtzulassung oder fur

Untersuchungen an Rassehundeausstellungen. Die bisher verwendeten wenig
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invasiven Screening-Verfahren werden von den Hundebesitzern und auch von den
Zuchtverbanden nicht oder schlecht akzeptiert. Neben der Subjektivitat spielt dabei
vor allem auch das fehlende Bewusstsein der Besitzer - die fehlende Wahrnehmung
der Atemproblematik ihrer Hunde - eine Rolle. Mit einer objektiven Quantifizierung
der Sauerstoffunterversorgung (Hypoxie) uber die Bestimmung von Blutwerten ware
eine darauf basierende Zuchtselektion fur Besitzer und Zuchtverbande vermutlich
einfacher zu akzeptieren als nach Anwendung morphologischer Grenzwerte, welche
den vom Besitzer geliebten Phanotyp ,angreift®. In den Niederlanden wurde fir die
Zuchtauswahl von Affenpinscher, Belgischer Griffon, Boston Terrier, Brabanter
Griffon, Brusseler Griffon, Bulldog, Franzosische Bulldogge, Japan-Chin, King
Charles Spaniel, Mops, Pekinese und Shih Tzu bereits 2014 ein Ampelsystem
eingefuhrt, das auf tierarztlich attestierten ausseren Abmessungen von Korperteilen
beruht. Inwieweit diese Massnahme erfolgreich war, ist fraglich, da zwischenzeitlich
ein generelles Haltungs- und Importverbot von Hunden und Katzen mit schadlichen
ausseren Merkmalen in den Niederlanden angekindigt wurde. Als problematisch
wurde bei der Ankindigung jedoch die Definition der auReren Merkmale, mit
welchen objektiv festgestellt werden kann, dass sie dauerhaftes Leiden verursache,
sowie der Bann von betroffenen Tieren in Werbespots, Anzeigen und sozialen
Medien, angesprochen.

Absolute Ausstellungs- und Zuchtverbote verhindern die kontrollierte Zucht im
eigenen Land und fordern die unkontrollierte Zucht und den Import dieser Hunde aus
dem Ausland. Bereits heute stammt die Mehrheit der brachyzephalen Hunde, die in
der Schweiz leben, aus dem Ausland. Import- und Haltungsverbote wiederum sind in
ihrer Umsetzung nicht tierfreundlich. Ein Screeningtest basierend auf Blutwerten
ware wenig invasiv, gunstig und im Vorfeld einer Verpaarung, vor dem Import und
vor Hundeausstellungen einfach durchzufihren. Zudem konnte ein solcher Test
tatsachlich die Lebensqualitat des Hundes unabhangig von seiner Rasse
widerspiegeln.

Im ersten Studienteil (Teil A), welche als Dissertationsarbeit von Sandra Kampf 41

durchgefuhrt wurde, wurden Blutproben von Hunden brachyzephaler und nicht-
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brachyzephaler Rassen verglichen. Im Vergleich zu nicht-brachyzephalen Hunden
(NC) wies das Blut der brachyzephalen Hunde (BC) folgende charakteristische
Veranderungen der Blutparameter auf:

(i) Anstieg der Retikulozytenzahl und der Anzahl unreifer Retikulozyten
(Anzeichen einer Stress-Erythropoese),

(i) hohere Erythrozyten-Verteilungsbreite (RDW) und hohere Werte der
Vorwartsstreuung in der BC-Gruppe (Anzeichen fur eine abnorme
Morphologie),

(iif)  hoheres mittleres korpuskulares Hamoglobin (MCH) und mittlere
korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC), geringeres EMA-
Fluoreszenzsignal (Anzeichen fur Membranverlust),

(iv)  eine Tendenz zu vermindertem O_hyper und O_min, was auf eine
Dehydrierung der roten Blutkorperchen (RBCs) hindeutet,

(v)  geringeres intraerythrozytares reduziertes Glutathion (GSH), héhere
Werte von NO-Derivaten im Plasma (Anzeichen fur oxidativen Stress und
Hypoxie),

(vi)  hohere Plasmacortisolwerte, niedrige Lymphozyten- und
Eosinophilenzahlen, hohe Neutrophilenzahlen (stressbedingte
Veranderungen),

(vii)  niedrige Plasmacholesterin- und Triglyceridwerte (anormaler
Fettstoffwechsel).

Im zweiten Teil des Projekts (Teil B) wurden die Blutparameter zwischen BOAS-
betroffenen (BOAS@) und nicht-betroffenen (BOASO) brachyzephalen
franzosischen Bulldoggen verglichen. Ziel dieses Studienteils, welcher als
Dissertationsarbeit von Claudia Schmid durchgefuhrt wurde, war die Suche nach
moglichen Pradiktoren fur den BOAS-Schweregrad im Blut brachyzephaler Hund.
Diese sollten als Selektionskriterium fur die Zuchtauswahl und fur die
Ausstellungszulassung von BOAS freien oder wenig betroffene Hunde (BOASO)
dienen. Besitzer franzosischer Bulldoggen wurden fur die Studienteilnahme ihrer
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Hunde angefragt. Um die Anzahl der noétigen Probanden zu reduzieren, hatten wir
uns im Vorfeld auf die franzésische Bulldogge geeinigt, da sie die zweithaufigste
brachyzephale Hunderasse in der Schweiz ist und gemass der internationalen
Literatur sehr haufig von BOAS betroffen ist. Bei Vorstellung wurden nach einer
genauen Anamneseerhebung und einer klinischen Allgemeinuntersuchung eine
Blutprobe entnommen und in kodierte Blutrohrchen Uberfuhrt. Der Code ermdglichte
die spatere Blindanalyse der Daten. Untersucht wurden die Blutproben auf die
Parameter, die sich im ersten Studienteil als am vielversprechendsten erwiesen
hatten. Im Anschluss an die Blutentnahme wurde die Atmungsfunktion durch

1) die Ganzkorperplethysmographie (WBBP) beim ruhenden Hund und

2) eine standardisierte Gradierung der Atmungssymptome vor und nach einem 5-
minutigen Geh- und einem 3-mindtigen Trabtest bewertet [1, 2].

Bei der Ganzkorperplethysmographie sitzt der Hund in einer durchsichtigen
Plexiglaskammer Zusatzlich wurden die anatomischen Verhaltnisse von Kopf und
Korper sowie die Oeffnungsweite der Nasenlocher, mittels standardisierten Soft-
Tape-Messungen bzw. der standardisierten Klassifizierung von Liu et al., bewertet.
[3].

Leider konnten die WBBP-Messungen jedoch nicht wie vorgesehen fur die BOAS-
Einstufung verwendet werden, da das von Liu et al. [1, 2] entwickelte statistische
Modell selbst bei Hunden mit qualitativ hochwertigen Rohdaten in unserer
Stichprobenpopulation zu unzuverlassigen Ergebnissen fuhrte. Bei Verwendung der
gleichen Atemfunktionsparameter wie bei Liu et al., aber mit Cut-off-Werten, die auf
der Grundlage unseres Datensatzes ausgewahlt wurden, wurde eine 79 %ige
Ubereinstimmung mit der klinischen Bewertung erreicht. Es scheint also, dass Cut-
off-Werte speziell fur die Umgebungen und Bevolkerungsgruppen, in denen sie
verwendet werden, festgelegt werden mussen. Damit der WBBP als unabhangiges
Mal fur den BOAS-Status verwendet werden kann, ware eine Kalibrierung in einem
grolReren Datensatz erforderlich. Die Bewertung des BOAS-Status ((BOASO versus
BOAS®) stutzte sich daher ausschlie8lich auf die Belastungstests. Das

Bewertungssystem fur die Belastungstests unterscheidet vier Grade von BOAS-
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Anzeichen (fehlend, leicht, mafig, schwer). Fehlende und leichte BOAS-Anzeichen
wurden als klinisch nicht betroffen (BOAS0O), mittelschwere und schwere Anzeichen
als klinisch betroffen (BOAS@®) zusammengefasst [2]. Ungefahr die Halfte der
Hunde war betroffen bzw. nicht betroffen (40 Hunde BOAS®, 44 Hunde BOASQ).
Allerdings war nur eine Minderheit der Hunde in unserer Stichprobe schwer betroffen
(5 von 84), was die Aussagekraft der statistischen Analysen beeintrachtigt haben
konnte. Von den untersuchten anatomischen Merkmalen waren nur stenotische
Nasenlocher signifikant und zuverlassig mit BOAS assoziiert.

Zu den klinisch-diagnostischen Laborparametern, die im Blut gemessen wurden,
gehorten das komplette Blutbild, die Indizes der roten Blutkorperchen, die
Plasmabiochemie einschlie3lich Cholesterin, Eiweil3, Lipasen, Triglyceride,
Harnstoff, Na, K, Ca, Cl, Phosphat, Eiweil3 (Gesamtprotein, Globulin, Albumin),
Laktatdehydrogenase, Bilirubin, Glukose, Laktat, Cortisol. Zu den Untersuchungen,
die im Labor der Red Blood Cell Group unter der Leitung von A. Bogdanova
durchgefuhrt wurden, gehorten CO-Oximetrie, Bestimmung der Lorrca-Osmoscan-
Indizes, Eosin-Maleimid-Bindungstest, Bestimmung der Redox-Status-Marker (GSH,
GSSG und reduzierte Gesamtthiole, die als Fluoreszenzsignal von
Monobromobiman (Mbbr) nachgewiesen wurden) und die Bestimmung der
intraerythrozytaren Ca2+-Werte mittels Durchflusszytometrie als Fluoreszenzsignal
von Fluo-4-Farbstoff. Vorwarts- und Seitenstreuung wurden als indirekte Marker fur
die Morphologie der roten Blutkorperchen (RBC) verwendet.

Der Vergleich der einzelnen Parameter zwischen der BOAS@ und BOASO -Gruppe
(Mann-Whitney-U-Statistik) ergab nur fur einen Parameter, dem MCH, einen
deutlichen Unterschied (hohere Werte in der BOAS@®-Gruppe, p<0,05). Die Gruppe
der Parameter, die fur weitere statistische Analysen ausgewahlt wurden, umfasste
Parameter, die einen Schwellenwert von p<0,2 erreichten (Tabelle 1).

Um die Assoziation zwischen der klinischen Manifestation des BOAS und den
ausgewabhlten Blutparametern zu bewerten, wurde eine ROC-Kurven-
Variablenbedeutungsanalyse und die Boruta-Analyse (Abb. 1) durchgefuhrt. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die MCH- und PL-Anzahl sowie die Haufigkeit
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der Zellen in der hochfluoreszierenden Mbbr-Fraktion (HF-Mbbr) die wichtigsten
"wichtigen" Variablen sind (Abb. 1A, B). Die Hauptkomponentenanalyse fur die
kontinuierlichen Parameter aus Tabelle 1 ergab einen Zusammenhang zwischen
dem Anteil der Zellen in der HF-Mbbr-Fraktion und der Anzahl der Retikulozyten, der
unreifen Retikulozyten und der kernhaltigen Erythrozyten. Ein Anstieg der
Erythrozytenzahl in dieser Fraktion spiegelt also hochstwahrscheinlich das
Vorhandensein von unreifen Erythrozyten wider, die infolge der Stress-Erythropoese
gebildet werden. Als zweiter Ansatz wurde eine logistische Regression mit allen
Parametern durchgeflhrt und anschliessend diejenigen ausgewahlt, die sich
signifikant unterschieden. MCH war der einzige resultierende Parameter. Das
Ergebnis der logistischen Regressionsanalyse ist in Anhang 2 dargestellt. Wird far
MCH ein Grenzwert von 26 pg/rotes Blutkorperchen gewahlt, so ist er ein moglicher
Pradiktor des BOAS-Status (BOAS@ oder BOASO) mit einem positiven und
negativen Vorhersagewert von 72,7 % bzw. 61,3 %. Moglicherweise wurden sich die
pradiktiven Werte bei einer hoheren Teilnehmerzahl, die auch schwerer betroffene
Hunde einschliefdt, verbessern: wir vermuten, dass der doch eher kleine Effekt, den
wir in unserer Studie beobachtet haben, durch die geringe Anzahl schwer
betroffener Hunde (funf von 84) bedingt ist.

Derzeit halten wir die Bestimmung des MCHs als alleiniges Differenzierungsmerkmal
zwischen BOAS@ oder BOASO aufgrund der ermittelten diagnostischen
Genauigkeit fur unzureichend. Die Untersuchung einer deutlich grosseren Anzahl
von Probanden mit bekanntem BOAS-Status ware daher erforderlich. Da
erfreulicherweise die Schulung von Tierarzten fur den auch von uns angewendeten
«Trotting Test» bereits im Oktober begonnen hat, und die kynologische Vereinigung
diesen Test vorschreiben will, haben wir die Hoffnung, dass wir so in Zukunft
deutlich mehr Probanden zur Verfligung haben kénnten. Inwieweit der MCH-Test in
Zukunft vielleicht in Kombination oder auch in fraglichen Fallen eingesetzt werden
wird, oder ob er sich doch als alleiniges Selektionskriterium eigenen konnte, bleibt

abzuklaren.
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Figure 1. Graphs for the Boruta algorithm (A) and the ROC curve of variable importance (B) analysis

on the parameters from Table 1.
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Figure 2. Specificity and sensitivity of the MCH as a predictor of the BOASED state at a cut-
off of 26 pg/cell based on the ROC algorithm.



Suppl. 2
Logistic regression with all parameters and then selecting only those that were significant:

Call:
glm(formula = Brachycephaly ~ MICH, family = binomial(probit),
data = brachy)

Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.6071 -1.1272 -0.7368 1.1236 1.5128

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>[z][)
(Intercept) -8.7908 3.6995 -2.376 0.0175 *
MCH 0.3452 0.1459 2.366 0.0180 *

Signif. codes: 0 “***’0.001 “** 0.01 *"0.05°70.1 "1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 114.95 on 82 degrees of freedom
Residual deviance: 109.28 on 81 degrees of freedom
(2 observations deleted due to missingness)
AlC: 113.28



Table 1: Parameters that reached the p<0.2 level of significance between the BOASE or BOASO

groups in Mann-Whitney test

*indicates the parameters , which differ between the BOASE and the BOASO group

Parameters Unit Median/mean | Median/mean P value
BOASO (n=44) | BOASE (n=40) | (two-
tailed)
COHb % 3.69 4.07 0.118
Reticulocytes cells/pL 43953 53900 0.132*
Reti-Hb pg 27.21 27.56 0.141
Immature (HF) retics % 10.2 11.6 0.156*
Nucleated RBCs x108/uL 0 0 0.06
MCH pg 25.10 25.55 0.024*
MCV fl 68.10 68.80 0.084
Elmax AU 0.608 0.605 0.177
Elhyper AU 0.304 0.302 0.168
GSH pumol/gHb | 4.35 3.89 0.175*
% high Fl Mbbr (HF-Mbbr (bulk thiols)) | % 0.83 1.24 0.059
% high Ca2+ cells % 1.06 1.22 0.129
Neutrophils % 63.69 66.47 0.103
PCT (Plateletcrit) % 0.300 0.335 0.122
Platelet count x10E3/uL | 312 339 0.163
Triglycerides mmol/L 0.60 0.60 0.159*
Lipase u/L 51.5 59.9 0.140




