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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADDE Aqueous deficient dry eye (Quantitativer Trdnenmangel)
BOS Brachycephalic ocular syndrome (Okulares
Brachyzephalensyndrom)
BUT Break-up-time (Tranenfilmaufrisszeit)
| DED || Dry eye disease (Trockenes Auge / Keratoconjunctivitis sicca) |
DNA Desoxyribonukleinsdure
| EAPPT || Endodontic-Absorbent-Paper-Point-Test |
EDED Evaporative dry eye disease (Qualitativer Trdnenmangel durch
Verdunstung)
| EGF || Epidermal Growth Factor |
| IL || Interleukin |
| JINK | | c-Jun N-terminale Kinase |
| KCS || Keratoconjunctivitis sicca |
| LFU || Lacrimal Functional Unit (Lakrimale Funktionseinheit) |
| LLT || Lipid Layer Thickness (Lipidschichtdicke) |
| MAPK || Mitogen-activated protein kinases (MAP-Kinasen) |
| MMP || Matrix-Metalloproteinasen |
mOsm/L / Milliosmol pro Liter (Einheit der Osmolaritét)
mOsM
| NETs | | Neutrophil Extracellular Traps |
| NF-xB || Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells |
NIBUT Non-invasive break-up time (Nichtinvasive
Tranenfilmaufrisszeit)
| NLR | | Nasolakrimaler Reflex |
| OAHFA || (O-acyl)-o-hydroxyfettsduren |
| OSD || Ocular Surface Disease (Erkrankung der Augenoberflédche) |
PFS Punktformiges Fluoreszein-Staining
| PRT || Phenol-Red-Thread-Test |
| SM || Strip-Meniskometrie |
| STT || Schirmer Trénen Test |
STT-1/STT-2 || Schirmer Trianen Test 1 (basal & reflex) / Schirmer Trénen Test 2
(basal)
TFOS DEWS || Tear Film & Ocular Surface Society Dry Eye Workshop
dn
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TGF Transforming Growth Factor

TMH | Tear meniscus height (Hohe des Tranenmeniskus)
TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a
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I EINLEITUNG
Die Homdostase des Trianenfilms ist fiir die Erhaltung der Augengesundheit unerlésslich
(Giuliano, 2021, Hendrix et al., 2021, Meekins et al., 2021). Er gldttet Unebenheiten der
Cornea und stellt damit eine gleichmiflige optische Oberfliche dar, die als erstes
Medium der Refraktion dient (Giuliano, 2021, Meekins et al., 2021, Ofri und Ekesten,
2021). Verdnderungen in der Zusammensetzung des Trinenfilms oder in der
Trénenfilmdicke fithren zu Refraktionsfehlern (Fish et al., 2004) und Aberrationen
(Montés-Mico et al., 2010). Dariiber hinaus versorgt der Tranenfilm die Hornhaut mit
Sauerstoff und Nahrstoffen und schiitzt sie sowohl durch antimikrobielle Substanzen,
als auch durch eine physische Barriere (Meekins et al., 2021, Tiffany, 2008).
Grundsitzlich besteht der Tranenfilm aus den drei Schichten (von aulen nach innen):
Lipidschicht, wéssrige Schicht und der Muzinschicht (Wolff, 1946). Neuere Modelle
gehen von einem Zwei-Schichtensystem aus, indem die wassrige Schicht mit der

Muzinschicht vermischt ist (Tiffany, 2008).

Storungen der Tranenfilmhomdostase werden beim Menschen gemal3 des Tear Film &
Ocular Surface Society Dry Eye Workshops (TFOS DEWS) als Dry Eye Disease (DED)
bezeichnet (Craig et al., 2017). Die offizielle Definition des TFOS DEWS II lautet:
., Dry eye is a multifactorial disease of the ocular surface characterized by a loss of
homeostasis of the tear film, and accompanied by ocular symptoms, in which tear film
instability and hyperosmolarity, ocular surface inflammation and damage, and
neurosensory abnormalities play etiological roles” (Craig et al., 2017). Damit wird
insbesondere die Multifaktorialitit der Erkrankung betont, deren zentrale
pathogenetische Faktoren Trénenfilminstabilitdit, Hyperosmolaritdt, Entziindung,
Schadigung der Augenoberfliche und neurosensorische Verdanderungen darstellen. In
der Tiermedizin wird das Trockene Auge unterteilt in qualitative tear film deficiency
(evaporative dry eye disease (EDED)) und quantitative tear film deficiency (aqueous
deficient dry eye disease (ADDE)) (Giuliano, 2021, Sebbag und Sanchez, 2023). Beide
Formen sind durch eine Hyperosmolaritit des Trdnenfilms und eine konsekutive

Entziindungsreaktion gekennzeichnet (Sebbag und Sanchez, 2023).

Die Diagnose von Trinenfilmstérungen erfolgt standardméBig mit dem Schirmer
Tranen Test (STT) (Featherstone und Heinrich, 2021, Hawkins und Murphy, 1986), der
die Quantitdt der Tranenproduktion erfasst. Fiir die Beurteilung der Qualitdt werden

Verfahren wie die Break-up-Time, Non-invasive-break-up-Time (BUT/NIBUT),
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Fluoreszein-Fiarbung, Interferometrie oder Meibographie verwendet (Featherstone und
Heinrich, 2021, Moore, 1990). In der Humanmedizin gilt die Bestimmung der
Tranenosmolaritdt als Goldstandard zur objektiven Beurteilung der Trianenfilmstabilitét

(Tomlinson et al., 2006).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, (1) die intra- und interindividuelle
Reproduzierbarkeit der Messung der Tridnenosmolaritdt mit dem ScoutPro®-System
(Trukera Medical, Southlake, Texas, USA) zu untersuchen und (2) die
Tranenfilmcharakteristika von gesunden Franzosischen Bulldoggen im Vergleich zu
nicht-brachyzephalen Hunden zu analysieren. Durch die Kombination beider
Fragestellungen sollen sowohl die methodische Validitit des Messverfahrens als auch

die klinische Relevanz aufgezeigt werden.
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II LITERATURUBERSICHT

2.1 Tranenfilm

2.1.1 Schichtmodelle des Trinenfilms

In der Literatur werden sowohl beim Hund als auch beim Menschen zwei
Strukturmodelle des Trinenfilms beschrieben. Das klassische Dreischichtenmodell
unterscheidet eine dulere Lipidschicht, eine mittlere wissrige Schicht und eine innere
Mugzinschicht (Giuliano, 2021, Meekins et al., 2021, Willcox et al., 2017, Wolff, 1946).
Demgegeniiber fasst das biphasische Modell die wéssrige und die Muzinkomponente
zu einer wissrig-muzindsen Hauptphase zusammen, die von einer oberflachlichen
Lipidschicht bedeckt ist (Tiffany, 2008, Willcox et al., 2017). Dieses biphasische
Modell des Tranenfilms wird derzeit sowohl in der Humanophthalmologie (Willcox et

al., 2017) als auch in der Veterindrophthalmologie (Ng et al., 2026) bevorzugt.

Der Tranenfilm verteilt sich in drei funktionale Kompartimente. Der prikorneale
Tranenfilm, der Tranenmeniskus und das fornikale Kompartiment (Bron et al., 2017).
Dabei ist zu beachten, dass Studien in der Humanophthalmologie gezeigt haben, dass
Proben zur Untersuchung des Trinenfilms zwar meist aus dem Trinenmeniskus
entnommen werden, deren Zusammensetzung aber nicht zwangsldufig mit der des

prikornealen Tranenfilms iibereinstimmt (Willcox et al., 2017).

2.1.2 Aufbau und Funktion des Trianenfilms

Die oberflachliche Lipidschicht wird zum Grofteil von den Meibom-Driisen und zu
einem kleineren Teil von den Zeis-Driisen sezerniert (Giuliano, 2021, Meekins et al.,
2021). Der Hauptbestandteil sind unpolare Lipide (Wachs- und Cholesterinester) sowie
polare Lipide wie (O-acyl)-o-Hydroxyfettsduren (OAHFA) und deren Cholesterinester
(Hendrix et al., 2021). Hunde besitzen einen hoheren Anteil an OAHFAs in ihrem
Meibom als Menschen (Butovich et al., 2011, Hendrix et al., 2021). Dies ist eine
mogliche Erkldarung fiir einen stabileren Tranenfilm und dadurch eine niedrigere
Blinzelfrequenz als der Mensch (Hendrix et al., 2021). Die polaren Anteile fordern die
Spreitung und die Ankopplung an die wissrig-muzindse Phase (Hendrix et al., 2021).
Funktionell stabilisiert die Lipidschicht die Luft-Trédnen-Grenzfliche, reduziert die
Verdunstung, bildet eine physikalische Barriere gegeniiber Umweltpartikeln und tragt

zur antimikrobiellen Abwehr bei (Meekins et al., 2021). Durch die Stabilisierung des
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Luft Trinenfilm-Ubergangs erhilt sie die gleichmiBige refraktive Oberfliche des
Tranenfilms und reduziert damit Oberflichenstreuung sowie durch Instabilitat
induzierte Aberrationen (Montés-Mico et al., 2004, Ofri und Ekesten, 2021). Eine
Storung der Lipidschicht fiihrt zu einer Instabilitdt des Trdnenfilms und einer verkiirzten

Tranenfilmaufrisszeit (Giuliano, 2021, Moore, 1990).

Die wissrige Phase des Trianenfilms besteht zu etwa 98,2% aus Wasser und zu rund
1,8% aus festen Bestandteilen (Giuliano, 2021). Sie ist die volumenméBig grofite Phase
des Tranenfilms und wird von der Tranendriise, den akzessorischen Trianendriisen und
der Nickhautdriise gebildet (Meekins et al., 2021). Zu den Hauptbestandteilen zdhlen
Elektrolyte (u.a. Natrium, Kalium, Chlorid, Bicarbonat), Glukose, Harnstoff,
oberflichenaktive Polymere, Glykoproteine sowie Immunglobuline, Albumin,
Lysozym, Lactoferrin, Lipocalin und Wachstumsfaktoren (EGF, TGF) (Davidson und
Kuonen, 2004, Giuliano, 2021, Klenkler et al., 2007). Funktionell versorgt die wéssrige
Phase die avaskuldre Kornea mit Sauerstoff und Néahrstoffen (Hendrix et al., 2021).
Zusitzlich dient sie der Oberflachenbefeuchtung und entfernt sowohl Abfallprodukte
des Stoffwechsels (CO2, Milchsdure) als auch, durch mechanische Clearance, Partikel
und Mikroorganismen auf der Hornhautoberfliche (Hendrix et al., 2021). Die
Konzentration der gelosten Elektrolyte hat einen direkten Einfluss auf die Osmolaritét
der Trénenfliissigkeit. Eine Storung der wissrigen Phase fiihrt somit zu einer
Verinderung der Osmolaritit und auch einer messbaren quantitativen Anderung (Bron

und Willshire, 2021).

Die Muzinschicht des Trianenfilms besteht hauptsdchlich aus Muzinen, die von den
Becherzellen der Konjunktiva produziert werden (Hendrix et al., 2021, Meekins et al.,
2021). In geringerem MaBe tragen auch die Epithelzellen der Hornhaut und der
Konjunktiva, die Glykokalyx und die Trianendriise zur Muzinproduktion bei (Hendrix
etal., 2021, Meekins et al., 2021). Zudem enthélt diese Phase weitere Bestandteile wie
Immunglobuline, Salze, Harnstoff, Glukose, Leukozyten, Zelltriimmer und
verschiedene Enzyme (Hendrix et al., 2021). Die Muzinschicht erfiillt mehrere
funktionelle Aufgaben: Sie sorgt fiir eine gleichmiBige Benetzung der hydrophoben
Hornhautoberfliche mit der wéssrigen Phase des Tranenfilms, stabilisiert diesen durch
Verringerung der Oberflachenspannung und schiitzt die darunter liegenden Zellen vor
mechanischer Belastung, insbesondere beim Blinzeln (Hendrix et al., 2021). Die
Muzine binden sich nicht fest an das Epithel, sondern heften sich an die Glykokalyx und

bewegen sich frei iiber die Oberfliche der Hornhaut. Dieser Prozess gewéhrleistet eine
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gleichméBige Verteilung und verringert so die Scherkraft des Lidschlusses (Bron et al.,
2017). Dariliber hinaus tragt die Muzinschicht durch die Bildung einer Barriere
wesentlich zur lokalen Abwehrfunktion bei (Gipson und Argiieso, 2003, Hendrix et al.,
2021).

2.1.3 Homaoostase des Tranenfilms

Die Homoostase des Trianenfilms bildet die Grundlage fiir dessen physiologische
Funktion (Bron et al., 2017). Die Aufrechterhaltung eines physiologischen Tranenfilms
wird durch die Lacrimal Functional Unit (Lakrimale Funktionseinheit, LFU)
gewihrleistet (Stern et al., 2004). Zu ihr gehdren die Augenoberfliche, die
Tranendriisen und die dazugehorigen Nerven (Stern et al., 2004). Die Stimulation der
kornealen und konjunktivalen Nervenenden, beispielsweise liber Schmerzrezeptoren,
mechanische Reizung oder Temperaturrezeptoren, resultiert in der Weiterleitung des
Signals iiber den Nervus trigeminus zum Gehirn (Bron et al., 2017). Diese Funktion
wird als afferenter Arm der Reflexkette bezeichnet (Bron et al., 2017). Dieser wird von
sympathischen und parasympathischen Nervenfasern gebildet, die flir die Versorgung
der Trianendriisen verantwortlich sind (Bron et al., 2017). Der efferente Arm wird von
parasympathischen sekretomotorischen Nervenfasern gebildet. Ausgehend vom
Nucleus salivatorius stimulieren diese die Tranendriisen, Meibom-Driisen und die
konjunktivalen Becherzellen (Bron et al., 2017). Eine Storung der Homdostase bedingt

die Entstehung eines trockenen Auges (Dry eye disease (DED)) (Bron et al., 2017).

2.2 Das trockene Auge (Dry Eye Disease - DED)

2.2.1 Osmolaritit

Die Trianenfilmosmolaritit quantifiziert die Konzentration osmotisch aktiver
Substanzen in der Tranenfliissigkeit und fungiert als integrativer Marker der
Tranenfilmhomoostase (Bron et al., 2017, Utine et al., 2011). In der aktuellen DED-
Systematik wird Hyperosmolaritit als einer der Schliisselmechanismen der Pathogenese
angesehen, da sie Verdunstungseffekte, Entziindung und Oberflichenschdden
miteinander verkniipft (Bron et al., 2017). Die Bestimmung der Osmolaritit erfolgt
mittels  unterschiedlicher =~ Verfahren,  darunter  Gefrierpunktserniedrigung,

Dampfdruckosmometrie oder elektrische Impedanz (Tomlinson et al., 2010). Fiir
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Erstere ist ein vergleichsweise grofles Probenvolumen erforderlich, die technisch und
zeitlich aufwendig sind. Aus diesem Grund sind sie fiir den klinischen Routineeinsatz
weniger geeignet (Tomlinson et al., 2010). Im klinischen Kontext finden Systeme
Anwendung, die entweder die Messung am Trianenmeniskus ermdoglichen
(beispielsweise TearLab® (Trukera Medical, Southlake, Texas, USA), ScoutPro®
(Trukera Medical, Southlake, Texas, USA)) oder die Messung iiber die palpebrale
Bindehaut erlauben (beispielsweise [-Pen® Vet (I-Med Pharma, Dollard-des-Ormeaux,
QC, Canada)).

Bei intakter Homoostase zeigen die gemessenen Werte eine enge Korrelation zwischen
der Osmolaritdt des Tranenmeniskus” und der Hornhautoberflache (Bron et al., 2017).
Wihrend der Zeit zwischen zwei Lidschldgen steigt die Osmolaritdt auf der Hornhaut
jedoch durch Evaporation an und kann in Aufrissarealen lokal deutlich h6here Werte
(,,Hot-Spots") erreichen als im Meniskus (Bron et al., 2017). Experimentelle Studien
zeigen dabei Werte von bis zu 1534 mOsM (Peng et al., 2014). Im Vergleich dazu,
werden in der Humanmedizin zur Identifikation von DED hidufig Cut-off Werte um
308-316 mOsm/L verwendet (Bron et al., 2017). Aufgrund breiter Uberlappungen sind
diese Cut-off Werte jedoch nur orientierend. In der wissenschaftlichen Literatur finden
sich fiir Hunde Werte von 337 bis 339 mOsm/L fiir das TearLab® und von 315 bis 319
mOsm/L fiir den [-Pen® Vet (Iwashita et al., 2023).

In der Veterindrophthalmologie sind bei Hunden Lidspaltenweite und Blinzeldynamik
(Blinzelfrequenz/Interblink Intervall) von besonderer Relevanz. Humanmedizinische
Daten zeigen, dass eine vergroferte Lidspalte sowie ein verldngertes Interblink Intervall
(d. h. reduzierte Blinzelfrequenz) die Oberflachenosmolaritit erhohen (Bron et al.,
2017). Dieser Effekt ist auf den verdunstungsbedingten Fliissigkeitsverlust zwischen
zwei Lidschldgen zuriickzufiihren (Bron et al., 2017). Beim Hund mit okularen
Brachycephzalensyndrom verstirken die konformationsbedingte Exposition und ein

inkompletter Lidschluf8 diesen Mechanismus zusétzlich (Sebbag und Sanchez, 2023).

2.2.2 Pathophysiologie

Das Spektrum des trockenen Auges (DED) wird in der Human- und der
Veterindrophthalmologie &tiologisch in zwei Hauptmuster gegliedert: die evaporative
dry eye disease (EDED), bei dem eine verdunstungsbedingte Destabilisierung des

Tranenfilms bei grundsitzlich normaler Tranenproduktion und Trénendriisenfunktion
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vorliegt, und das aqueous deficient dry eye (ADDE), das primir durch eine verminderte
Trénendriisensekretion gekennzeichnet ist (Bron et al., 2017, Giuliano, 2021). In der
klinischen Realitdit manifestieren sich Mischformen héufig, und es besteht die
Moglichkeit einer gegenseitigen Verstirkung oder alternierenden Dominanz beider

Kategorien (Bron et al., 2017).

In der Humanophthalmologie steht, unabhidngig vom Eintrittspfad, Hyperosmolaritit als
zentraler Mechanismus im Mittelpunkt des Pathomechanismus (Bron et al., 2017). Die
erhohte Osmolaritdt aktiviert intrazelluldre Stress- und Entziindungssignalwege (u. a.
MAP-Kinasen/JNK, NF-KB) und fiihrt zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
(z. B. IL-1, IL-1a, IL-1B, TNF-a) und Matrix-Metalloproteinasen (insbesondere MMP-
1, MMP-3, MMP-9, MMP-13) (Bron et al., 2017, Li et al., 2004). Sowohl diese
Entziindungsmediatoren als auch die Hyperosmolaritit selber beeintrachtigen die
epitheliale Zellbarriere, fordern apoptotische und nekrotische Zellverluste, reduzieren
die Dichte der Becherzellen und stéren die Muzin-/Glykokalyx-Schicht (Bron et al.,
2017, Yeh et al., 2003). Besonders MMP-9 spielt dabei eine besondere Rolle. Das
Transmembranprotein der Tight Junctions (Occludin) wird direkt von MMP-9 abgebaut
und fordert so einen Verlust der epithelialen Zellbarriere (Bron et al., 2017). Die Folge
ist eine verkiirzte Trinenfilmaufrisszeit und der daraus resultierende zusétzliche
Verdunstungsverlust verstarkt wiederum die Hyperosmolaritit (Bron et al., 2017). Ein
neuerer Mechanismus der Pathophysiologie der DED befasst sich mit der Rolle von
Entziindungszellen, insbesondere der neutrophilen Granulozyten und extrazelluldrer
DNA (Bron et al., 2017). Die extrazellulire DNA aus Desquamation von
konjunktivalen- und kornealen Epithelzellen induziert eine Typ-1-Immunreaktion
sowie eine verstirkte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten. Wéhrend
Neutrophile in einem gesunden Auge nur in geringer Zahl vorkommen, werden sie bei
Entzlindungsreaktionen massiv an die Augenoberfliche rekrutiert. Der Einfluss von
hyperosmolarem Stress auf neutrophile Granulozyten filihrt zur Freisetzung eines Netzes
aus Chromatin und Proteinen. Dieses wird als Neutrophil Extracellular Traps (NETs)
bezeichnet. Obwohl NETs physiologisch der Abwehr von Pathogenen dienen, kénnen
sie in hoher Konzentration die Augenoberfldche direkt schidigen. Die in den Netzen
enthaltenen Komponenten, wie beispielsweise Histone und die Neutrophilen-Elastase,
sind zytotoxisch und kénnen in den Hornhautepithelzellen Apoptose induzieren (Bron

etal., 2017).
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Zu den Prozessen, die eine erhohte Evaporation beglinstigen, gehdren unter anderem
Ursachen, die einen direkten Einfluss auf die Qualitét der Lipidschicht haben (Bron et
al., 2017). Hierzu zdhlt beispielsweise eine Dysfunktion der Meibom Driisen
(Tomlinson et al., 2011). Dariiber hinaus gibt es jedoch auch Ursachen, die indirekt iiber
die Meibom Driisen wirken, wie beispielsweise saisonale Allergien (Wei et al., 2025).
Ein verminderter Trinenfluss kann verschiedene Ursachen haben. Einerseits kann er
direkt durch Autoimmunerkrankungen der Trénendriisen (Giuliano, 2021, Kaswan et
al., 1985) bedingt sein. Andererseits kann er indirekt durch Schiden der lakrimalen
Funktionseinheit nach Operationen (Bron et al.,, 2017), beispielsweise bei
Kataraktoperationen (Whitley et al., 2013), metabolischen Erkrankungen (Cullen et al.,
2005, Miller und Panciera, 1994), infektiose Ursachen wie z.B. Herpesvirusinfektionen
(Ahmad et al., 2025) oder durch Medikamenteneinfliisse (z.B. Atropin (Hollingsworth
etal., 1992, Ludders und Heavner, 1979) und Trimethoprim—Sulfadiazine (Berger et al.,
1995, Slatter und Blogg, 1978)) verursacht werden .

2.3 Trianenfilm-Diagnostik

2.3.1 Quantitative Tests

2.3.1.1 Schirmer Trinen Test

Der Schirmer Tranen Test (STT) stellt den am héufigsten angewandten Test in der
Tranenfilmdiagnostik beim Hund dar. Der Teststreifen wird in den lateralen Fornix des
Unterlides eingehédngt und nach einer Minute wird die Feuchtigkeit in Millimeter pro
Minute (mm/Min) an der Teststreifenskala abgelesen. Der Test misst demnach die
wissrige Phase des Tranenfilms (Featherstone und Heinrich, 2021). Dabei ist darauf zu
achten, dass die Augen einheitlich gedffnet bleiben, da der Messwert signifikant von der
jeweiligen Augendffnung abhéngt (Pe'er et al., 2025). Es existieren weitere Faktoren,
die potenziell den STT beeinflussen konnen, darunter Rasse (Bolzanni et al., 2020),
Alter (Hartley et al., 2006), Geschlecht (Hartley et al., 2006), Gewicht (Hartley et al.,
20006), Tageszeit (Hartley et al., 2006), systemische Erkrankungen (Cullen et al., 2005),
vorangegangene Operationen (Helper et al., 1974), verabreichte Medikamente
(Hollingsworth et al., 1992), relative Luftfeuchtigkeit (Yoon et al., 2020), Platzierung
des Teststreifens (Visser et al., 2017) und Hersteller der Teststreifen (Hawkins und
Murphy, 1986). Der STT ist in zwei Varianten unterteilt, den STT-1 und den STT-2.

Der STT-1 misst die Basal- und Reflextrdnenproduktion (Featherstone und Heinrich,
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2021). Nach Verabreichung eines Tropfens Lokalandsthesie wird der STT-2
durchgefiihrt, wobei ausschlieBlich die Basaltrinenproduktion gemessen wird
(Featherstone und Heinrich, 2021). Die Normwerte fiir den Hund betragen fiir den STT-
1 18,64 + 4,47 mm/Min bis 23,90 £ 5,12 mm/Min und 6,2 + 3,1 mm/Min bis 11,6 + 6,1
mm/Min fiir den STT-2 (Featherstone und Heinrich, 2021, Gelatt et al., 1975).

2.3.1.2 Nasolakrimaler Reflex

Zur Testung des nasolakrimalen Reflexes (NLR) wird zeitgleich mit dem STT ein mit
Alkohol getrinkter Wattebausch vor die Nase des Patienten gehalten (Iwashita et al.,
2023). Die chemosensorische Stimulation der Nasenschleimhaut aktiviert den N.
trigeminus (afferent) und iiber parasympathische Efferenzen die Tranendriise, was die
Tréanenproduktion erhoht (Iwashita et al., 2023). Der NLR untersucht somit die wéssrige
Phase des Trinenfilms unter Reflexstimulation. Dariiber hinaus erlauben die erhobenen
Werte des NLR im Vergleich zum STT die Ableitung von Riickschliissen auf die
Hornhautsensibilitit (Bolzanni et al., 2020, Iwashita et al., 2023). Ein erhohter NLR bei
vermindertem STT kann ein Anzeichen fiir Hypésthesie der Hornhaut sein (Iwashita et

al., 2023).

2.3.1.3 Phenol-Red-Thread-Test

Der Phenol-Red-Thread-Test (PRT) misst wie der STT die wéssrige Phase des
Tranenfilms (Brown et al., 1996, Featherstone und Heinrich, 2021). Zu diesem Zweck
wird ein 75 mm langer, mit Phenolrot impragnierter Teststreifen in den konjunktivalen
Fornix des Unterlids platziert (Featherstone und Heinrich, 2021). Die Reaktion des pH-
sensitiven Phenolrots mit den alkalischen Tranen resultiert in einer orangeroten Farbung
des Testreifens (Featherstone und Heinrich, 2021). Nach einer Messzeit von fiinfzehn
Sekunden erfolgt die Ablesung des Ergebnisses in Millimetern pro 15 Sekunden (mm/15
s) (Featherstone und Heinrich, 2021). Die Normwerte des PRT fiir den Hund liegen bei
34,15+ 4,45 mm (Brown et al., 1996). Im Gegensatz zum STT wird der PRT nicht durch
die relative Luftfeuchtigkeit beeinflusst (Yoon et al., 2020).
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2.3.1.4 Endodontic-Absorbent-Paper-Point-Test

Der Endodontic-Absorbent-Paper-Point-Test (EAPPT) stellt einen weiteren Test der
Messung der wissrigen Phase des Tranenfilms dar (Featherstone und Heinrich, 2021).
Die Standardlédnge der endodontischen Papierspitze betrdgt 28 Millimeter (Featherstone
und Heinrich, 2021). Ebenso wie beim PRT ist ein Vorteil des EAPPTs, dass auch sehr
kleine Augen damit untersucht werden kénnen (Featherstone und Heinrich, 2021). Die
Platzierung der endodontischen Papierspitze erfolgt ebenfalls in dem lateralen,
konjunktivalen Fornix des Unterlids (Featherstone und Heinrich, 2021). Nach einer
Minute wird die Feuchtigkeit in Millimetern pro Minute gemessen (Featherstone und
Heinrich, 2021). Bolzanni et al. (2020) publizierten die Standardwerte des EAPPT fiir
Hunde mit 17,1 + 2,8 mm/15 s.

2.3.1.5 Meniskometrie

Im Rahmen der Untersuchung des Trdnenmeniskus® werden zwei Formen
unterschieden. Einerseits findet eine Messung der Hohe des Tranenmeniskus (TMH)
Anwendung, beispielsweise mittels des Ocular Surface Analyzer (I.C.P. OSA-Vet®).
Hierbei handelt es sich um ein nichtinvasives Messverfahren. Andererseits kann eine
Messung des Volumens des Trdnenmeniskus mittels der Strip-Meniskometrie (SM)
erfolgen. Im Rahmen der Messung der TMH wird mit Hilfe des 1.C.P. OSA-Vet®
unmittelbar nach einem standardisierten Lidschlag (Peruccio et al., 2021) ein Bild des
Auges erstellt. Im Anschluss wird in der Software die Grenze des Tranenmeniskus'
manuell markiert und die Software berechnet daraus die TMH in Millimetern (Peruccio
etal., 2021). Der Normwert der TMH liegt bei 0,53 &+ 0,11 mm (Peruccio et al., 2021).
Im Rahmen der SM wird ein Teststreifen in den Trdnenmeniskus gehalten und nach
einer Zeitspanne von fiinf Sekunden wieder entfernt (Iwashita et al., 2023). Dabei ist es
von besonderer Bedeutung, die Hornhautoberfldche nicht zu beriihren und die Lider in
neutraler Position zu belassen, um ein Reflextrdnen zu vermeiden (Iwashita et al., 2023).
Beide Verfahren zdhlen ebenfalls zu den quantitativen Trénenfilm-Tests und geben
Riickschliisse auf die wéssrige Phase des Tranenfilms (Wolffsohn et al., 2017). Die
Normwerte der SM liegen zwischen 7,3 2,2 und 10,97 + 2,93 mm/5 s (Iwashita et al.,
2023).
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2.3.1.6 Meibometrie

Im Rahmen der Meibometrie erfolgt eine quantitative Erfassung des oberfldchlichen
Lipidgehalts am Lidrand (Ofri et al., 2007). Zu diesem Zweck wird zunéchst eine
Meibometriefolie fiir einen kurzen Zeitraum auf die graue Linie des unteren Lidrands
aufgebracht. Im Anschluss erfolgt ein Trocknungsschritt, welcher der Entfernung
wassriger Anteile dient. Die photometrische Messung im Meibometer basiert auf der
durch das aufgenommene Meibom verursachten Anderung der Lichttransmission. Ein
niedriger Meibometriewert ist ein Indikator fiir eine quantitative Lipidinsuffizienz und
geht mit einer verkiirzten Tranenfilmaufrisszeit einher, was wiederum eine evaporative

Instabilitdt des Tranenfilms bedingt (Ofti et al., 2007).

2.3.2 Qualitative Tests

2.3.2.1 Interferometrie

Die Interferometrie stellt ein nichtinvasives Verfahren zur qualitativen Beurteilung der
prikornealen Lipidschicht dar (Blackie et al., 2009). Diese Technik basiert auf dem
physikalischen Prinzip der diinnschichtoptischen Interferenz (Wolffsohn et al., 2017).
Das einfallende Licht wird an der Luft-Lipid-Grenzfliche sowie an Grenzfliche
zwischen Lipidschicht und wéssriger Phase teilreflektiert (Wolffsohn et al., 2017). Die
Uberlagerung  der reflektierten  Strahlen resultiert in  charakteristischen
Interferenzmustern (Wolffsohn et al., 2017). Aus der Farbsequenz und
Musterhomogenitét sowie der Dynamik nach dem Lidschlag (Spreitung, Ausdiinnung,
Flussrichtung, Storungen) lassen sich qualitative Riickschliisse auf die Dicke und
Homogenitdt der Lipidschicht (Lipid Layer Thickness, LLT) und damit auf die
Verdunstungsstabilitit des Trinenfilms ziehen (Wolffsohn et al., 2017). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Interferometrie nichtinvasiv mit dem I.C.P. OSA-Vet®
erhoben. Das Verfahren ist in der Humanophthalmologie und der

Veterindrophthalmologie das gleiche.

2.3.2.2 Tranenfilmaufrisszeit

Fiir die Messung der Tranenfilmaufrisszeit gibt es eine invasive- und eine nichtinvasive

Messmethode.
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2.3.2.2.1 Invasive Trinenfilmaufrisszeit

Die invasive Tranenfilmaufrisszeit (tear film break-up time, TBUT) wird nach
Applikation des Farbstoffes Fluoreszein bestimmt (Featherstone und Heinrich, 2021).
Nach dem Auftragen einer minimalen Menge Farbstoff auf die Hornhaut und dem
vollstdndigen, manuellen VerschlieBen der Lider erfolgt die Messung der Zeit in
Sekunden bis zum ersten Aufriss des Tranenfilms unter Kobalt-Blau-Beleuchtung der
Spaltlampe (Featherstone und Heinrich, 2021). Der erste Aufriss manifestiert sich in
Form dunkler Areale im Fluoreszeinfilm (Featherstone und Heinrich, 2021). Die TBUT
reprasentiert die Stabilitdt des prakornealen Tridnenfilms und ldsst Riickschliisse auf die
Lipidschicht und die Muzinschicht zu (Hendrix et al., 2021). Fiir Hunde werden
Normbereiche zwischen 19,7 + 5,0 und 21,53 + 7,42 Sekunden dokumentiert (Moore,
1990, Saito und Kotani, 2001). Die Messung ist anféllig fiir externe Faktoren. Es konnte
in diversen Studien nachgewiesen werden, dass die Menge bzw. die Konzentration des
Farbstoffs, die Applikationsmethode (Streifen statt Tropfen), die Umgebungstemperatur
sowie die Luftfeuchtigkeit einen Einfluss haben kdnnen (Iwashita et al., 2023, Korb et

al., 2001, Seyer et al., 2021, Willcox et al., 2017, Yokoi et al., 2017).

2.3.2.2.2 Nichtinvasive Trianenfilmaufrisszeit

Die nichtinvasive Tranenfilmaufrisszeit (NIBUT) wird in der Humanophthalmologie
und der Veterindrophthalmologie mittels Projektion konzentrischer Placido-Ringe auf
die Hornhaut bestimmt (Iwashita et al., 2023). Nach einem vollstandigen Lidschlag
werden die Lider offengehalten. Gemessen wird die Zeit bis zum ersten Auftreten von
Verzerrungen oder Unterbrechungen in den reflektierten Ringmustern als Ausdruck des
Trénenfilmaufrisses (Iwashita et al., 2023). Das Verfahren kommt ohne Fluoreszin aus
und ist somit auch weniger anfillig fiir externe Faktoren (Iwashita et al., 2023). Fiir den

Hund liegen derzeit keine validierten Referenzbereiche der NIBUT vor.

2.3.2.3 Vitalfirbungen

Fluoreszein, Lissamingriin und Bengalrosa (rose bengal) sind Vitalfarbstoffe, die sich
durch ein unterschiedliches Farbungsmuster auszeichnen. Fluoreszein ist ein
hydrophiler, lipophober Farbstoff, der in der Lage ist, lebende Epithelzellen zu férben,

deren Integritit eingeschriankt ist (Wolffsohn et al., 2017). Dies kann beispielsweise
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durch den Verlust von Tight Junctions oder einer defekten Glycocalyx bedingt sein
(Wolffsohn et al., 2017). Es farbt in diesem Fall den Interzellularraum und ist dabei von
der Farbung des Hornhautstromas im Falle von Hornhautverletzungen abzugrenzen.
Zusétzlich kann ,,pooling* auftreten, wenn der Farbstoft sich in UnregelmaBigkeiten der

Hornhautoberfliche sammelt (Srinivas und Rao, 2023).

Die Anwendung von Rose Bengal fiihrt zur Farbung von Epithelzellen, die nicht von
Mucin oder der Glycocalyx bedeckt sind, sowie von toten Zellen (Wolffsohn et al.,
2017). Rose Bengal hat einen zytotoxischen Effekt, fordert Reflextrdnen und wird als
unangenehm empfunden (Wolffsohn et al.,, 2017). Aus diesem Grund wurde es
groftenteils durch Lissamingriin ersetzt. Gemél der Studie von Smith et al. (2020)
korreliert eine groflere anfarbbare Fliche mit Lissamingriin mit einem niedrigeren STT
und einer kiirzeren TBUT. Die Anwendung von Lissamingriin fiihrt zur Farbung von

Epithelzellen, deren Zellmembran eine Schiadigung aufweist (Wolffsohn et al., 2017).

2.3.2.4 Punktformiges Fluoreszein-Staining

Punktformiges Fluoreszein-Staining (PFS) bezeichnet die punktférmige Anfarbung der
Korneaoberfliche mit Fluoreszein infolge einer gestorten epithelialen Barriere z. B.
Auflockerung von Tight Junctions, Mikrodeffekte der oberflachlichen Zelllagen
(Wolffsohn et al., 2017). In der Humanophthalmologie besteht eine Korrelation
zwischen dem Umfang des PFS” und dem Schweregrad der DED, welche mit etablierten
Schemata, z. B. Oxford- oder NEI-Grading, quantifiziert wird (Wolffsohn et al., 2017).
Vergleichbare Befunde finden sich in der Veterindrophthalmologie. Hunde mit einem
quantitativen Tranenmangel zeigen signifikant hohere PFS-Scores als gesunde
Kontrollen, was die diagnostische Relevanz einer standardisierten PFS auch beim Hund
unterstreicht (Saito et al., 2021). Im Gegensatz zur Humanmedizin existiert jedoch kein
validiertes Bewertungsschema fiir die Tiermedizin. In der Literatur finden teils
modifizierte Human-Scores oder studienspezifische Skalen Anwendung (Iwashita et al.,

2023).
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2.3.3 Weitere Tests

2.3.3.1 Infrarot Meibografie

Die Infrarot-Meibografie stellt ein nichtinvasives, bildgebendes Verfahren zur
Darstellung der Morphologie der Meibom-Driisen dar. Neben der qualitativen
Beurteilung (Kontinuitit, Dilatationen, Tortuosititen, Atrophie) ermdglicht sie auch
eine semiquantitative Erfassung des Driisenverlusts, etwa iiber einen Meiboscore oder
die prozentuale Driisenverlustfliche (Iwashita et al., 2023, Wolffsohn et al., 2017).
Obwohl die Methode den Trénenfilm nicht direkt misst, erlaubt der Meibografiebefund
Riickschliisse auf die Stabilitdt des Trénenfilms. Ein prozentual hoherer Driisenverlust
geht typischerweise mit einer reduzierten LLT sowie einer verkiirzten NIBUT einher
(Jeong et al., 2022, Vinas et al., 2019, Wolffsohn et al., 2017). Bei DED finden sich
charakteristische morphologische Verdanderungen wie verkiirzte bzw. atrophe Driisen,
segmentale Ausdiinnungen, Dilatationen und unregelméBige Driisenverldufe (Iwashita

et al., 2023, Wolffsohn et al., 2017).

2.3.3.2 Asthesiometrie

Die Asthesiometrie erfasst die korneale Sensibilitit als neurosensorische Komponente
der  Tranenfilmregulation (Featherstone und Heinrich, 2021). In der
Kleintierophthalmologie findet in der Regel das Cochet-Bonnet-Asthesiometer
Anwendung (Featherstone und Heinrich, 2021, Iwashita et al., 2023). Die Messung der
Reizschwelle (corneal touch threshold/corneal tactile sensation) erfolgt hierbei anhand
der Fadenldnge, die in drei von fiinf Féllen zum Auslosen eines Blinzelns fiihrt
(Featherstone und Heinrich, 2021, Iwashita et al., 2023). Das Ergebnis kann in cm der
Fadenlinge oder umgerechnet in g/mm? angegeben werden (Featherstone und Heinrich,
2021). Eine Hypasthesie der Hornhaut geht mit einer reduzierten Tranenproduktion
einher und begiinstigt in der Folge die Instabilitit des Tranenfilms (Bolzanni et al., 2020,
Rahman et al., 2015). Die Atiologie einer Hypisthesie kann in verschiedenen Faktoren
begriindet liegen, darunter Rasse (Blocker und Van Der Woerdt, 2001, Bolzanni et al.,
2020), vorangegangenen Operationen (Blocker et al., 2007, Khanal et al., 2008, Sebbag
et al., 2020), okuldren Erkrankungen (Telle et al., 2019) und Allgemeinerkrankungen
(Good et al., 2003).
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2.3.3.3 Farnkrauttest

Der Farnkrauttest ist eine Methode zur Bewertung der Kristallisationsmuster
getrockneter Trénenproben, die als indirektes MaB fiir die biochemische
Zusammensetzung des Tranenfilms verwendet wird (Featherstone und Heinrich, 2021,
Iwashita et al., 2023). Die Bewertung erfolgt mit einem Lichtmikroskop auf der
Grundlage der Rolando-(Rolando, 1984) oder Masmalis-Skala (Masmali et al., 2015).
Gesunde Trédnen erzeugen kompakte, dichte Farnmuster, wihrend diese Muster bei
DED Liicken aufweisen oder vollstindig fehlen (Donaldson und Hartley, 2021,
Wolffsohn et al., 2017). Im Bereich der Humanophthalmologie besteht eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitét fiir die Diagnose des Sjogren-Syndroms (Wolffsohn et al.,
2017); dies gilt jedoch nicht fiir andere Formen von DED (Wolffsohn et al., 2017).
Derzeit wird der Farnkrauttest nicht als Diagnostikum fiir DED empfohlen (Wolffsohn
etal., 2017).

2.3.3.4 Blinkreflex

Der Blinkreflex spielt eine grofle Rolle in der Regulation des Tranenfilms (Wolffsohn
et al., 2017). Ein vollstdndiger Lidschlag hat die Funktion, den Trénenfilm zu entfernen
und zu erneuern (Wolffsohn et al., 2017). Er ist insbesondere fiir die Verteilung der
Lipidschicht verantwortlich (Wolffsohn et al., 2017). Ein hoher Anteil inkompletter
Lidschliisse ist insbesondere bei brachyzephalen Rassen héufig (Carrington et al., 1989,
Rajaei et al., 2024, Sebbag und Sanchez, 2023, Sebbag et al., 2023) und steht mit
Tranenfilminstabilitdt und OSD in Zusammenhang (Iwashita et al., 2023). Zusétzlich
fordern inkomplette Lidschliisse das Ausdiinnen des Trianenfilms und
Hornhautulzerationen, insbesondere im Bereich der zentralen Kornea (Iwashita et al.,

2023).

2.4 Okulares Brachycephalensyndrom

Im Vergleich zu mesozephalen und dolichozephalen Hunden weisen brachyzephale
Rassen charakteristische anatomische und physiologische Besonderheiten auf, die
gemeinsam zu multiplen okuldren und periokuldren Verdnderungen fiihren und die
Anfilligkeit fiir Ocular Surface Disease (OSD) erhdhen (Sebbag und Sanchez, 2023).

Diese Verdnderungen werden unter dem Begriff okulares Brachyzephalensyndrom
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(Brachycephalic ocular syndrome, BOS) zusammengefasst (Sebbag und Sanchez,
2023). Dariiber hinaus existieren systemische und andere Brachyzephalie assoziierte
Verianderungen (De Decker et al., 2024, Ekenstedt et al., 2020, Gruenheid et al., 2018,
Krainer und Dupré, 2022).

2.4.1 Anatomische Verinderungen

Charakteristisch sind zundchst kndcherne Schiddel- und Orbitaverdnderungen
(Ekenstedt et al., 2020). Brachyzephale Hunde besitzen typischerweise eine abgeflachte
Orbita mit konsekutivem Exophthalmus, was die Exposition der Hornhautoberfldche
begiinstigt (Sebbag und Sanchez, 2023). Die Palpebralfissur ist hdufig vergrofert
(Makroblepharon), was in Kombination mit der flachen Orbita und dem Exophthalmus
das Risiko einer Proptosis erhoht und die Oberfldchenexposition verstirkt (Sebbag und
Sanchez, 2023). Entsprechend sind brachyzephale Rassen in Studien zur ulzerativen
Keratitis iiberreprasentiert (Iwashita et al., 2020, O’Neill et al., 2017, Packer et al., 2015,
Sebbag und Sanchez, 2023). Zusétzlich treten gehduft Lidfehlstellungen (mediales
Entropium) und fehlwachsende Haare (Distichen, ektope Zilien) auf (Sebbag und
Sanchez, 2023). Nasale Hautfalten konnen je nach Auspridgung eine zusétzliche
Trichiasis verursachen (Sebbag und Sanchez, 2023). Diese Faktoren fiihren zu
mechanischer Reizung und tragen zur oberfldchlichen Irritation und Epithelverletzung

bei (Ekenstedt et al., 2020, Sebbag und Sanchez, 2023).

Der Ductus nasolacrimalis ist bei brachyzephalen Rassen hédufig verkiirzt und nimmt
einen anderen Verlauf als bei meso- oder dolichozephalen Hunden (Sahr et al., 2021).
Aufgrund akzessorischer Ostien kann die klinische Relevanz dieser Variation
hinsichtlich der Drainage jedoch gering sein (Sahr et al., 2021). Aufgrund dieser
akzessorischer Ostien ist der Jones Test hdufig negativ und ldsst somit keine Aussage
iiber die Durchgingigkeit des Trdnennasenkanals zu (Sahr et al., 2021). Der Jones Test
untersucht die Durchgéngigkeit des Trdnennasenkanals. Dabei wird Fluoreszin
Farbstoff in beide Augen gegeben und die Zeit gemessen, bis dieses im Bereich der

Nares sichtbar wird (Jones, 1961).

Daten zur kornealen Nervenfaserdichte deuten bei brachyzephalen Hunden auf eine
verminderte Innervation im Vergleich zu mesozephalen Tieren hin (Kafarnik et al.,
2008). Da Hornhautnerven fiir Blinzelreflex, Temperaturwahrnehmung, Reflextrdnen,

Korneawundheilung und Tranenfilmregulation bedeutsam sind, kann eine niedrigere
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Nervenfaserdichte die Vulnerabilitit fiir Tridnenfilmstorungen und Ulzerationen

zusitzlich erhdhen (Yu et al., 2022).

2.4.2 Physiologische Verinderungen

Zu den physiologischen Verdnderungen gehdren zum einen Verdnderungen des
Lidschlusses (Lagophthalmus, reduzierte Blinzelrate) und zum anderen Stérungen des

Tranenfilms (Sebbag und Sanchez, 2023).

Die erhohte Zeit zwischen zwei Lidschlidgen sowie der Lagophthalmus begiinstigen die
Evaporation des Tranenfilms und fordern eine Dysfunktion der Meibom-Driisen (Rajaei
et al., 2024). Der Lidschlag ist mafgeblich an der Entleerung des Meiboms und der
Verteilung des Trénenfilms beteiligt. In mehreren Studien wurden signifikante
Unterschiede in den Parametern des Trianenfilms zwischen als gesund eingestuften
brachycephalen Hunden und mesocephalen sowie dolichocephalen Rassen festgestellt
(Bolzanni et al., 2020, Li et al., 2024, Rajaei et al., 2024, Sebbag und Sanchez, 2023,
Sebbag et al., 2023). In ihrer Studie belegen Li et al. (2024) eine signifikant niedrigere
TBUT, NIBUT und LLT bei brachycephalen Hunden im Vergleich zu nicht
brachycephalen Hunden. Ursdchlich kommen in diesem Fall, neben einer
inhdrenten/primiren und/oder entziindlich bedingten Dysfunktion der Meibom-Driisen,

die zuvor genannten Griinde in Frage.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the applicability of the ScoutPro (Trukera Medical, Southlake, Texas, USA) osmolarity system for tear
film osmolarity measurement in healthy dogs.

Animals Studied: Seventeen dogs (34 eyes) of dolichocephalic and mesocephalic breeds were tested.

Procedures: Tear osmolarity was tested with the ScoutPro osmolarity system. Two examiners performed three subsequent
measurements of each eye. Intra-rater variability and inter-rater reliability were calculated.

Results: The technique was straightforward; instrument handling was simple. Mean tear osmolarity measured by examiner one
was 323.51 £9.89 mOsm/L and by examiner two 326.74 +9.02mOsm/L. Mean difference between examiners was 3.2 +11.2mOs-
m/L. Paired two-tailed -test was p=0.1. The intra-rater variability was acceptable with a Cronbach's Alpha of 0.75 for rater one
and 0.80 for rater two. There were no significant differences in the three measurements of the individual examiners. There were
no significant differences in the three measurements of the individual examiners (asymptotic significance rater one was 0.56,
asymptotic significance rater two was 0.11).

Conclusions: Measurements with the ScoutPro osmolarity system in dogs are easy to perform. Variability and inter-rater relia-
bility seem to be acceptable in the small group of dogs tested. Further studies regarding the reliability of the test results and the
evaluation of the tear osmolarity in ocular surface disease are warranted.

1 | Introduction [3]. Hyperosmolarity is caused either by increased evaporation

(evaporative dry eye disease (EDED)) or by insufficient tear

The tear film fulfills many important functions in the eye,
broadly summarized as protecting the ocular surface from envi-
ronmental factors, supplying nutrients to the cornea, and acting
as a medium for the refractive exchange of light [1]. The tear
film homeostasis is therefore of great importance for the healthy
eye [1]. A disruption of this homeostasis results in the develop-
ment of dry eye disease [2], a multifactorial disease in which
hyperosmolarity has been identified as the underlying patho-
physiological core mechanism for its development in humans

production (aqueous-deficient dry eye disease (ADDE)) [3]. The
increase in osmolarity results in direct damage to goblet cells
and epithelial cells of the ocular surface, as well as indirect dam-
age to these cells through an inflammatory response involving,
among other things, inflammatory cytokines, matrix metallo-
proteinases, and tumor necrosis factor alpha, which ultimately
leads to cell loss [3]. These ongoing pathological mechanisms
reinforce one another, thereby creating a “vicious cycle” with
various entry points [3, 4].

© 2025 American College of Veterinary Ophthalmologists.
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While the measurement of osmolarity is common practice in
human ophthalmology [5] and is the single best metric parame-
ter for diagnosing dry eye disease [5-7], measurement of osmo-
larity in veterinary ophthalmology is not common. Osmolarity
values below 308 mOsm/L are considered normal for humans,
while the threshold of 316 mOsm/L has been proposed as a
means of differentiating between a moderate and a severe form
of dry eye disease [3].

In veterinary ophthalmology, the first description of the use
of an osmometer for the measurement of animal tear fluid oc-
curred in 2009. Korth et al. used the TearLab osmometer for the
measurement of tear osmolarity in 70 healthy dogs [8]. Since
then, several studies have been conducted (Table 1).

Lamkin et al. described a mean osmolarity of
318.55+£20.82mOsm/L in 22 healthy dogs of various breeds
[9]. Similarly, Brito et al. reported a mean osmolarity of
315.27+£6.15mOsm/L in 15 healthy Pugs and 15 healthy
Shih Tzus, and 353.02+16.58 mOsm/L in 22 Pugs and 30
Shih Tzus with signs of keratoconjunctivitis sicca [15]. In
a separate study on Pugs and Shih Tzus, with five dogs of
each breed in each group, Brito et al. reported a mean os-
molarity of 320.15+5.55mOsm/L for their control group
and 352.00£8.29mOsm/L and 348.75+5.10mOsm/L for
their treatment groups of dogs with keratoconjunctivitis
sicca [16]. The measurements were taken before the start
of treatment. Estanho et al. observed a mean osmolarity of
299.2+13.9mOsm/L in a control group of 11 healthy dogs. In
their two treatment groups of 11 dogs each undergoing treat-
ment for keratoconjunctivitis sicca, a modest increase in os-
molarity was measured. The exact values of the osmolarity for
the treatment groups and for the breeds included in the study
have not been explicitly stated [10]. In another study, Choi
et al. reported a mean osmolarity of 305.54+18.67 mOsm/L
in 14 healthy dogs [11]. Armor et al. noted a mean osmolarity
of 317.5+21.6mOsm/L in 44 healthy dogs [12] and Ng et al.
reported a mean osmolarity of 293.6 + 14.1 mOsm/L in 32 non-
brachycephalic, healthy dogs [13]. All measurements listed
above were taken using the I-PEN Vet osmometer.

Another osmometer used in veterinary ophthalmology is the
TearLab. The following TearLab data was published. Conceicao
et al. reported a mean osmolarity of 321.0+9.7mOsm/L in a
control group of 40 eyes and 314.0 +22.0 mOsm/L in a group
of 31 eyes of dogs with keratoconjunctivitis sicca [19]. Sebbag
et al. reported a mean osmolarity of 337.4+16.2 in 6 healthy
Beagles and a mean of 306.2+18.0mOsm/L in 5 Beagles with
keratoconjunctivitis sicca [20]. Mohoric et al. measured a
mean osmolarity 0of337.2 + 7.3mOsm/L in 20 healthy dogs [18].
Leonard et al. measured a median osmolarity of 339 mOsm/L
in 13 healthy West Highland White Terriers and 346 mOsm/L
in 3 West Highland White Terriers with keratoconjuncti-
vitis sicca [21]. Korth et al. reported a median osmolarity
of 355.50mOsm/L in 76 healthy dogs [8] and 356 mOsm/L
in 91 healthy dogs [17]. Williams et al. reported a mean os-
molarity of 339.2+22.7mOsm/L in 153 eyes of dogs with no
signs of keratoconjunctivitis sicca and a mean osmolarity of
350.5+26.7mOsm/L in 47 eyes of dogs with signs of kerato-
conjunctivitis sicca [22]. In a separate study, Delgado et al. re-
ported a mean osmolarity of 320.8 £ 9.6 mOsm/L in a cohort of

healthy dogs and a mean osmolarity of 340.3 +21.6 mOsm/L
in a cohort of atopic dogs with allergic conjunctivitis [23]. In a
direct comparison of the two devices in the same patient, Kim
et al. recorded a mean osmolarity of 340.42+15.87mOsm/L
for the TearLab and 321.58 £ 17.39 mOsm/L for the I-PEN Vet
[14]. The study was conducted on 52 healthy dogs of various
breeds [14].

Mean osmolarity of the tear film in healthy canines was found to
be within the normal range, with values of 337-339 mOsm/L as
determined by the TearLab and 315-319mOsm/L as measured
by the I-PEN Vet [24].

The objective of this study was to investigate the use of the novel
ScoutPro osmolarity system and its usability in the veterinary
ophthalmological examination, taking into account intra-rater
variability and inter-rater reliability.

2 | Materials and Methods

The dogs examined consisted of patients presented to the prac-
tice as part of a routine hereditary eye examination. The owners
were informed in advance of the additional measurement of the
osmolarity of the tear fluid and gave their written consent for
this to be done. All examinations were carried out within the
framework of the GERVO Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Vision Research and with the approval of the
Berlin State Office for Health and Social Affairs under the num-
ber StN 017/23.

Only non-brachycephalic dogs that did not have any underly-
ing systemic disease, that had not been treated with any form
of eye drops for at least 7days prior to the examination, and
were considered healthy by their owners were included in
the study.

Animals were excluded from the study when the ophthalmic
examination revealed ocular abnormalities that could have in-
fluenced the tear film. Brachycephalic breeds are predisposed to
ADDE and EDED [25], these breeds were excluded.

2.1 | Osmometry

Tear film osmolarity was measured using the Trukera Medical
ScoutPro (Trukera Medical, Southlake, Texas, USA) by both
examiners, consisting of a board-certified ophthalmologist
and a resident in training. The measurement procedure fol-
lowed the manufacturer's instructions [26]. At the beginning
of each examination day, a quality check of the device was
carried out by using the electronic check card provided by the
manufacturer.

The measurement was performed on the tear meniscus of
the lateral canthus in the area of the lower eyelid via the sin-
gle use osmolarity test cards collecting 50 nanolitres of tear
fluid. (Figure 1) The procedure was similar to that previ-
ously described for the TearLab [20]. (Figure 1) The device
measured the osmolarity of the collected sample through a
temperature-corrected impedance measurement [26]. Each
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Study

Conceicdo et al. [19]
Sebbag et al. [20]

40 eyes)
31 eyes)

6)
5)

Breeds
Beagle (n
Beagle (n

Breeds and number of dogs not specified (n
Breeds and number of dogs not specified (n

Health status
Healthy
Keratoconjunctivitis sicca
Healthy
Keratoconjunctivitis sicca

Mean, with standard deviation,
or median osmolarity (mOsm/L)
321.0+£9.7
314.0+22.0
337.4+16.2
306.2+18.0

(Continued)

Device used
TearLab
TearLab
TearLab
TearLab

TABLE 1

West Highland White Terrier (n1=13) Leonard et al. [21]

Healthy

o

TearLab
TearLab

3)

West Highland White Terrier (n

Keratoconjunctivitis sicca

346

Breeds and number of dogs not specified (n =153 eyes) Williams et al. [22]

Healthy

339.2+£227

TearLab

47 eyes)

Breeds and number of dogs not specified (n

350.5+26.7 Keratoconjunctivitis sicca

TearLab

Delgado et al. [23]

20)
20)

Breeds not specified (n

Healthy

320.8+9.6

TearLab

Breeds not specified (n

Atopic dogs with
allergic conjunctivitis

340.3+21.6

TearLab

examiner performed three consecutive measurements on the
left eye followed by three consecutive measurements on the
right eye with a pause in-between measurements of around
40s to exchange the test card. The examiners then alternated.
The ophthalmic examination consisted of the following proce-
dures, depending on the requirement of each patient: slit-lamp
biomicroscopy (Kowa SL-17; Kowa, Tokyo, Japan), gonioscopy
(Koeppe Small Diagnostic Lens; Ocular Instruments Inc.,
Bellevue, USA), indirect ophthalmoscopy (Video Omega 2C;
HEINE Optotechnik GmbH & Co. KG, Gilching, Germany)
and Schirmer tear test 1 (Tear Touch Blu, Madhu Instruments
Pvt. Ltd., New Delhi, India). The ophthalmic examination was
only performed after both examiners had completed their os-
molarity measurements.

All examinations were performed in the same room at a room
temperature ranging from 20°C to 25°C. Humidity was not
determined.

2.2 | Statistical Analysis

The statistical analysis of the data was carried out by Novustat
GmbH (Wollerau, Switzerland). Intra-rater variability was as-
sessed using both the Friedman test and Cronbach’s Alpha. The
Friedman test was applied to detect any systematic differences
across the three repeated measurements performed by the same
rater. In parallel, Cronbach’s Alpha was calculated to evaluate
the internal consistency of these repeated measurements, indi-
cating how closely they varied together. A high alpha suggests
that the rater produced stable and consistent results across all
measurements. The coefficient ranges from 0 to 1, with higher
values indicating greater agreement. An alpha value of >0.70 is
considered acceptable. For the inter-rater reliability, the average
of all osmolarity measurements of rater one and rater two was
compared using a paired-t test.

3 | Results

Seventeen dogs (34 eyes) of various dolichocephalic and meso-
cephalic breeds [Golden Retriever (n=6), Australian Shepherd
(n=3), Labrador Retriever (n =2), Dachshund (n=2), Elo (n=1),
Siberian Husky (n=1), Greater Swiss Mountain Dog (n=1),
mixed breed (n=1)] with an age range of 0.5-10years (mean
4 +3.04) were included.

The technique was straightforward and the instrument was easy
to use and well tolerated by the patients.

Mean tear osmolarity measured by examiner one was
323.51+£9.89mOsm/L and by examiner two 326.74 +9.02mOs-
m/L. Mean difference between examiners was 3.2+11.2mOs-
m/L. The paired i-test showed no significant difference between
the two means with a p=0.1. There were no significant differ-
ences (p=0.4) between the mean measurements between the
left and the right eye. (Figure 2).

The intra-rater variability was acceptable with a Cronbach's
Alpha of 0.75 for rater one and 0.80 for rater two. There were
no significant differences in the three measurements of the
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FIGURE1 | Handling of the ScoutPro.

individual examiners (asymptotic significance rater one was
0.56, asymptotic significance rater two was 0.11) (Figure 3).

4 | Discussion

The current veterinary literature contains descriptions of two
osmometer devices used in ophthalmic examinations. These
include the TearLab and I-PEN Vet, which have been used

350
345
340
335
330

325

320

315

tear osmolarity [mOsm/L]

310
305

300
OD (Oculus Dexter)

in a variety of studies [8-23]. Both devices measure tear film
osmolarity through electronic impedance measurement. The
TearLab uses a temperature-corrected impedance measure-
ment, while the I-PEN Vet uses a non-temperature-corrected
impedance measurement. The TearLab collects the measure-
ment sample from the tear meniscus in the temporal area of
the lower eyelid, while the [-PEN Vet measures by contact
with the conjunctiva on the inner side of the lower eyelid.
Consequently, a temperature correction is not necessary for
the I-PEN Vet, as the assumed stable temperature of the palpe-
bral conjunctiva negates the need for correction [27].

The ScoutPro device is similar to the sample collection unit of
the TearLab. It has an integrated measurement system without
the need for a separate measurement station and uses the same
temperature-corrected impedance measurement method as the
TearLab [26]. Unlike the TearLab, the test cards for the ScoutPro
do not require storage in the test card tray for 25min prior to
use |26, 28], allowing for immediate osmolarity measurement
during ophthalmic examinations throughout the day and elim-
inating the need for temperature equalization between the de-
vice and the test cards. This reduces potential sources of error
due to incorrect handling.

In the review paper by Iwashita et al. the authors reported
a range from 337 to 339 mOsm/L for the TearLab and 315-
319mOsm/L for the I-Pen Vet in healthy dogs [24]. In the
present study, the mean tear osmolarity measured using the
ScoutPro was 323.51+£9.89 mOsm/L and 326.74 £9.02mOs-
m/L for examiners one and two, respectively. These values fall
within the expected physiological range and lie between those
previously reported for the I-PEN Vet and the TearLab [24]
(Table 1). The mean tear osmolarity values measured by the
ScoutPro system are methodologically similar to the TearLab
[26, 28], yet numerically closer to those reported for the I-PEN
Vet. This discrepancy may be indicative of subtle variations
in sensor calibration, unique measurement characteristics of
the device, or differences attributable to the heterogeneous
patient populations studied across different studies. The

0S (Oculus Sinister)

FIGURE 2 | Box and whisker plots of tear osmolarity (mOsm/L) for the right (OD) and left (OS) eye. Boxes represent the interquartile range, hor-

izontal lines indicate the median, x symbols indicate the mean, and whiskers extend to the minimum and maximum values. Data include all mea-
surements from both investigators. No significant difference was found between eyes (paired t-test, p=0.398).
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tear osmolarity [mOsm/L]

321

320
measurement 1

e rater 1

measurement 2

measurement 3

e rater 2

FIGURE3 | Line graph showing the mean tear osmolarity (mOsm/L) across three measurements for rater 1 and rater 2. Differences in mean val-

ues between raters at each time point were assessed using the paired t-test and were not statistically significant at any time point.

intra-rater variability was acceptable, with Cronbach's Alpha
values of 0.75 and 0.80 being attained by the two examiners.
These values suggest moderate to good internal consistency,
thus supporting the use of the ScoutPro in clinical settings.
The Friedman test also confirmed that no significant differ-
ences occurred among repeated measurements from the same
rater, indicating measurement stability.

The average results of the tear film osmolarity measurements
vary greatly between the different devices [24] (Table 1) and
potentially between different breeds. Brachycephalic breeds
are predisposed to ADDE and EDED |[25], thus the osmolarity
measurements taken in healthy dogs of these breeds might not
be comparable to normative values measured in dolichocephalic
and mesocephalic breeds.

Comparison of I-PEN Vet and TearLab results shows that the
[-PEN Vet almost always measures a lower osmolarity than the
TearLab in healthy dogs [8-22]. With the exception of the studies
conducted by Sebbag et al. [20] and Conceicao et al. [19], all stud-
ies demonstrated an increase in osmolarity, though not always
statistically significant, in dogs with keratoconjunctivitis sicca
(ADDE) when compared to healthy dogs [15, 16, 21, 22|. From
a physiological point of view, this is to be expected, as osmolar-
ity should increase with a decrease in lacrimal fluid [20]. Sebbag
et al. discussed their contrary results as being probably due to
errors in the sampling process, leading to involuntary prolonged
ocular contact and the introduction of air bubbles into the mi-
crochip [20]. The difference in osmolarity measured between
healthy dogs and those affected by keratoconjunctivitis sicca in
the study conducted by Conceicao et al. was not statistically sig-
nificant, and the contrary result was not discussed. However, it
was noficeable that the procedure of osmolarity measurement
performed poorly, especially in severe cases of keratoconjunc-
tivitis sicca [19]. It can be assumed that the reasons given by
Sebbag et al. [20] also apply to the results of Conceicao et al. [19].
Comparable studies for the ScoutPro are lacking.

To the authors knowledge, this is the first study using
the ScoutPro system for the measurement of canine tear
osmolarity.

Limitation of this study includes the small number of dogs
examined.

Further studies are needed to confirm osmolarity as an ac-
cepted part of dry eye disease assessment in dogs, taking into
account not only the differences in the measurements using
different osmometers, but also possible variations observed
across breeds.

In conclusion, the results of this study demonstrate that the
ScoutPro can be easily used to measure tear osmolarity in dogs
and that it provides comparable readings in both repeated mea-
surements and between different examiners.
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Tear film characteristics in French
bulldogs vs. non-brachycephalic
dogs

Joschka Spornberger'*, Petr Soukup!,
Andrea Meyer-Lindenberg? and Ingrid Allgoewer!

tAnimal Eye Practice, Berlin, Germany, *Clinic for Small Animal Surgery and Reproduction, Centre for
Clinical Veterinary Medicine, LMU Munich, Munich, Germany

Purpose: To investigate the tear film characteristics of healthy French Bulldogs
and compare them with healthy dogs of mesocephalic and dolichocephalic
breeds.

Methods: French Bulldogs and non-brachycephalic dogs considered healthy
underwent a complete ophthalmic examination. Tear osmolarity was tested
with the ScoutPro® osmolarity system and a tear film analysis, including
interferometry, non-invasive tear film break-up time (NIBUT), tear meniscus
height measurement (TMH) and meibography using the I.C.P. OSA-Vet® was
performed.

Results: French Bulldogs had a significantly higher Schirmer Tear Test |
(19.05 + 4.00 vs. 16.88 + 3.54, p = 0.017), a higher TMH (0.64 + 0.20 vs.
0.31 + 0.22, p = 9x10°%), a lower interferometry grading and a reduced NIBUT
(739 + 3.32 vs. 1474 + 592, p = 3.5x107°) compared to the control group.
Differences in tear osmolarity were not statistically significant between the
groups (296.6 + 13.6 vs. 299.8 + 16.1, p = 040).

Conclusion: The tear film in healthy French Bulldogs shows signs of a qualitative
tear film deficiency/evaporative dry eye disease (EDED) compared to non-
brachycephalic dogs. The influence of the altered tear film on diseases of the
ocular surface in French Bulldogs needs to be further investigated.

KEYWORDS

brachycephalic dogs, evaporative dry eye disease, ocular surface health, tearfilm, tear
film diagnostics

1 Introduction

Brachycephalic dogs are disproportionately affected by ocular surface diseases (1-5).
D. G. O'Neill et al. showed that brachycephalic dogs have a 3.63 times higher risk of developing
keratoconjunctivitis sicca (KCS) than mesocephalic breeds (4). This, along with their
overrepresentation in veterinary ophthalmology (6), is due to anatomic and physiologic
changes that are collectively referred to as brachycephalic ocular syndrome (BOS) (1, 3, 7).
However, there is discrepancy regarding the most common ocular surface disease in the
various brachycephalic breeds (5-13) (Table 1).

One of the brachycephalic breeds most commonly seen in specialist eye clinics is the
French Bulldog. In 2024, 15.2% of all patients in a specialist eye clinic were French Bulldogs
(14). Not only has their popularity increased in recent years, with registrations at the British
Kennel Club rising by about 5.5 times between 2014 and 2021 (15), but they were the most
popular dog breed in the United States in 2022 (16). In a retrospective study of 809 French
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TABLE 1 Breed specific prevalence of ocular surface disease in brachycephalic dogs: summary of published studies.

Number of Health status Most prevalent ocular surface Study
animals/eyes disease
Shih Tzu 1,012 eyes ophthalmic disorders KCS (12.5%) Palmer et al. (6)
Ulcer (11.1%)
Corneal pigmentation (10.1%)
Pug 558 eyes ophthalmic disorders Corneal pigmentation (22.9%)
KCS (9.1%)
Boston Terrier 567 eyes ophthalmic disorders Ulcer (14.8%)
English Bulldog 320 eyes ophthalmic disorders Ulcer (13.4%)
Lhasa Apso 201 eyes ophthalmic disorders KCS (16.9%)
Ulcer (11.9%)
Corneal pigmentation (7.5%)
Pekingese 131 eyes ophthalmic disorders Corneal Pigmentation (17.6%)
Ulcer (17.6%)
KCS (15.3%)
French Bulldog 84 eyes ophthalmic disorders Ulcer (20.2%)
KCS (4.8%)
Pug 17 animals ophthalmic disorders Corneal pigmentation (53%) Costaetal. (7)
Shih Tzu 22 animals ophthalmic disorders Corneal pigmentation (36%)
Shih Tzu 22 animals ophthalmic disorders Fibrosis (36%)
French Bulldog 38 animals ophthalmic disorders Fibrosis (29%)
Shih Tzu 1,000 eyes ophthalmic disorders reduced tear film breakup time (17.6%) Rajaei et al. (5)
KCS (7.8%)
Corneal Pigmentation (7.8%)
Shih Tzu 50 animals healthy Corneal Pigmentation (27%) Sebbag et al. (9)
Fibrosis (20%)
reduced tear film breakup time
Shih Tzu 11 animals KCS Ulcer (36%) Sanchez RFE. et al.
Fibrosis (72%) (13)
Cavalier King Charles Spaniel | 40 animals KCS Ulcer (30%)
Fibrosis (52.5%)
Pug 295 ophthalmic disorders Corneal pigmentation (82.4%)
Pug 1,015 animals ophthalmic and general disorders Ulcer (5.42%) O'Neilletal. (5)
Boxer 1,386 animals phthalmic and general disord Ulcer (4.98%)
Shih Tzu 2031 animals ophthalmic and general disorders Ulcer (3.45%)
Cavalier King Charles Spaniel | 2,332 animals ophthalmic and general disorders Ulcer (2.49%)
Bulldog 787 animals ophthalmic and general disorders Ulcer (2.41%)
French Bulldog 642 animals ophthalmic and general disorders Ulcer (1.87%)

Overview of studies on diseases of ocular surface diseases in brachycephalic dog breeds. For each breed, the number of animals or eyes examined, the general health status (e.g., presence of

ocular diseases or healthy) and the most commonly reported ocular surface diseases are summarized. The data show breed-specific patterns in disease prevalence, particularly with regard to

keratoconjunctivitis sicca (KCS), corneal ulcers, corneal pigmentation, and stromal fibrosis. The references refer to the original sources for each data set.

Bulldogs, 76.6% showed keratitis (spontaneous chronic corneal
epithelial defects (SCEED), 31%; melting ulcers, 19%; stromal
keratitis, 16.3%; pigmentary keratitis, 5.3%; granulomatous Kkeratitis,
5.2%) and 45% showed tear film disorders (quantitative KCS, 16.2%;
qualitative KCS, 28.8%), underscoring the severity and frequency of
ocular surface disease in this breed (17). Quantitative changes
(aqueous deficient dry eye, ADDE) and qualitative changes in the tear

Frontiers in Veterinary Science

film (evaporative dry eye disease, EDED) directly contribute to the
development of ocular surface diseases (1). We hypothesized that
French Bulldogs suffer disproportionately from qualitative tear
film disorders.

The main objective of this study was to collect normative data on
the characteristics of the ocular surface of French Bulldogs in order to
advance research in the field of breed differences. The focus was on the
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examination of the tear film, which was evaluated using the
L.C.P. OSA-Vet® and a series of additional tear film tests. These data
were compared with those of non-brachycephalic breeds. Another
objective was to investigate the usefulness of measuring osmolarity as
an additional parameter for distinguishing between ADDE and EDED
in veterinary medicine.

2 Materials and methods

The study population of this prospective study consisted of a
group of healthy French Bulldogs and a control group of healthy
non-brachycephalic breeds. French Bulldogs were included in the
study if at least one eye was free of ocular disease and no topical eye
medications had been administered within 5days prior to the
examination. The dogs were recruited either as inpatients with
unilateral eye disease (with examination of the unaftected eye) or as
clinically healthy pets from the same household. The control group
consisted of mesocephalic and dolichocephalic dogs recruited from
routine hereditary eye examinations, patients with unilateral eye
disease, or healthy pets of the same household. In all cases, only eyes
without clinical abnormalities and without recent topical treatment
were included.

The owner’s consent for the evaluation of the anonymized data of
their dog(s) and the photos taken for research purposes and
publication was obtained prior to the examination. All examinations
were carried out in accordance with the GERVO Declaration on the
Use of Animals in Eye and Vision Research and with the approval of
the Berlin State Secretariat for Health and Social Affairs under the
number StN 024/22.

All dogs underwent a complete ophthalmic examination, including
menace response, dazzle reflex, pupillary light reflex, palpebral reflex,
slit lamp biomicroscopy (Kowa SL-17; Kowa, Japan), rebound
tonometry (TonoVet, iCare, Finland), indirect ophthalmoscopy (Video
Omega 2C; HEINE Optotechnik GmbH & Co. KG, Germany), a
complete tear film analysis with the LC.P. OSA-Vet® (SBM Sistemi,
Italy), and a series of diagnostic tests for tear film deficiency, including
osmolarity measurement, punctate fluorescein staining, lissamine
green staining, Schirmer tear test I and Schirmer tear test II (all strips
Madhu Instruments Pvt,, Ltd., India). In 36 French Bulldogs and all
non-brachycephalic dogs, tear film osmolarity was measured using the
ScoutPro® osmolarity system (Trukera Medical, Southlake, USA). The
tear film analysis with the LC.P. OSA-Vet® was conducted first,
followed by a 10 min rest period before the remaining examination.

2.1 Examination procedure

All examinations were performed by the same examiner (JS) in
the same room. At the start of each examination, room temperature
and humidity were recorded.

2.1.1 Lipid layer thickness (LLT)/ interferometry
(IF) grading

The interferometry measurement was performed using a short
video clip of the eye surface after a blink, which was compared with
the supplied video rating scale, taking into account the thickness of
the lipid layer and thermodynamics (18). The rating scale comprised
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the following categories, as defined in LC.P. OSA-Vet®: 0 = no lipid
layer (lipid layer thickness < 15 nm), A = open meshwork (lipid layer
thickness ~ 15 nm), B = closed meshwork (lipid layer thickness ~
30 nm), C=wave pattern (lipid layer thickness ~30-80 nm),
D = amorphous pattern (lipid layer thickness ~80 nm), E = color
fringe (lipid layer thickness 280-120 nm) and F = abnormal color
(lipid layer thickness ~120-160 nm).

2.1.2 Tear meniscus height (TMH)

The TMH was measured using the L.C.P. OSA-Vet® based on a
photo taken after blinking to rule out inaccuracies due to evaporation
of the tear film or trichiasis. The upper and lower limits of the tear
meniscus were then marked manually on the photo and the TMH was
calculated using the software provided. TMH was measured once at
the central tear meniscus of the lower eyelid.

2.1.3 Non-invasive breakup time (NIBUT)

The non-invasive tear film break-up time was measured using the
I.C.P. OSA-Vet® based on projected Placido rings on the corneal
surface. After manually blinking, the eye was kept open to record the
video. The software measured the time until the rings deformed (18).
In cases where automatic measurement was not possible (e.g., due to
slight movements of the patient), the time was measured manually in
the L.C.P. OSA-Vet® by marking the starting point after blinking and
the end point when the first rings were deformed.

2.1.4 Non-contact infrared meibography

The loss of Meibomian glands was measured using the
L.C.P. OSA-Vet® by manually everting the tarsal plates of the upper
and lower eyelids. Several images were taken and the area of the
Meibomian glands was either marked by the software with manual
control or marked manually. The software calculated the percentage
loss of Meibomian glands (MGL) in relation to the tarsal plate (18).

2.1.5 Osmolarity

The measurement was performed using the ScoutPro® osmolarity
system on the tear meniscus of the lateral canthus in the lower eyelid
area using disposable osmolarity test cards. The device collects 50
nanoliters of tear fluid and measures the osmolarity using a
temperature-corrected impedance measurement (19). At the
beginning of each day of testing, a quality control check was
performed using the control card provided by the manufacturer.

2.1.6 Schirmer tear test | (STT-I)

The Schirmer tear test I (Tear Touch Blu®, Madhu Instruments Pvt.
Ltd., India) was performed by placing the strip in the lower lateral
fornix of the eye. After one minute, the result was measured in mm/min.

2.1.7 Schirmer tear test Il (STT-II)

A drop of a topical anesthetic (proxymetacaine hydrochloride;
Proparakain-POS 0.5%%, Ursapharm, Germany) was applied to the eye.
After one minute, the excess liquid was carefully wiped off with a swab
and the Schirmer tear test I was performed as described above for the
Schirmer tear test I

2.1.8 Punctate fluorescein staining (PFS)

Fluorescein staining was performed by instilling a drop of a topical
anesthetic (proxymetacaine hydrochloride; Proparakain-POS 0.5%°,

frontiersin.org



VEROFFENTLICHUNGEN

30

Spornberger et al.

Ursapharm, Germany) onto the eye via a fluorescein strip (Fluoro
Touch®, Madhu Instruments Pvt., Ltd., India). The fluorescein was
distributed by blinking several times manually. Excess fluorescein was
washed out with sterile saline solution. The corneal surface was
examined with a blue filter and 10x magnification using the Kowa SL 17
slit lamp. Classification was based on the evaluation system for surface
area specified by Saito et al. (20) whereby grade 0 corresponds to no
fluorescein uptake, grade 1 to uptake of less than 50% of the corneal
surface, and grade 2 to uptake of more than 50% of the cornea.

2.1.9 Lissamine green staining (LGS)

A lissamine green strip (Green Touch®, Madhu Instruments Pvt.,
Ltd., India) was moistened with a drop of topical anesthetic and
applied once to the dorsal conjunctiva of the eyeball. The dye was
distributed by manual blinking. The temporal conjunctival surface
was examined using 10x magnification with the Kowa SL-17. Staining
was graded as 0 = absent and 1 = positive. The severity of LGS is
associated with reduced STT-I values (21) and the diagnostic options
for evaporative dry eye are unclear (22). Since we did not expect low
STT-I values and hypothezised qualitative tear film diosorders in the
French Bulldog breed, no further differentiation was made.

2.2 Statistical analysis

The statistical analysis of the data was performed by Novustat
GmbH (Wollerau, Switzerland). When both eyes of a dog were
examined, the results were averaged (23). Bilateral differences were
negligible and would not have been obscured by averaging. QQ plots
indicate that the assumption of normally distributed data was not
met. Therefore, the Wilcoxon test was used and p<0.05 was
considered statistically significant. Due to the presence of ties, the
implementation of Hothorn et al. was used. In the case of ties, average
ranks were calculated (24). Besides the uneven sample size, the loss
of statistical power due to the unbalanced design is negligible (25).
Since IF Grade and PFS are measured on an ordinal scale, Spearman’s
rank correlation coefficient was used. The strength of the correlation
was assessed using the following scheme: very weak (0-0.19), weak
(0.2-0.39), moderate (0.40-0.59), strong (0.6-0.79), very strong
(0.8-1.0) (26).

3 Results
3.1 Animals

Fifty client-owned French bulldogs (90 eyes) with an average age
of 4.96 (0.5-12 years) and thirty client-owned non-brachycephalic
breeds (58 eyes) were included in this study. Among the
non-brachycephalic breeds were mixed breeds (n =7), Shetland
Sheepdog (n = 5), Golden Retriever (n =4), Greyhound (n = 3),
English Cocker Spaniel (n = 2), Polish Lowland Sheepdog (n = 2),
Siberian Husky (n = 1), Saluki (n = 1), Greater Swiss Mountain Dog
(n=1), Whippet (n = 1), Flat-Coated Retriever (n = 1), Rough Collie
(n=1), Terrier (n=1) and Australian Cattle Dog (n =1). The
average age of the non-brachycephalic dogs was 4.88 years
(0.6-10 years). The French Bulldogs consisted of 17 females, 10

spayed females, 19 males, and 4 neutered males. The control group
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consisted of 13 females, 6 spayed females, 6 males, and 5
neutered males.

3.2 Ophthalmic examination

Based on the results of the ophthalmological examination, eight
eyes (SCCED n =2; ulceration n =3, eyelid margin mass n=1,
dermoid n = 1, keratoconjunctivitis sicca n= 1) from the French
Bulldog group and two eyes (reactive conjunctivitis n = 1, eyelid
margin mass n = 1) from the control group were excluded from the
study. Two French Bulldogs were presented after a previous
unilateral enucleation.

3.3 Age

Age showed a weak negative correlation with STT-T (r = —0.32;
p =0.026) and osmolarity (r=—0.38; p = 0.021).

34 STT-land STT-II

The STT-1 values were 19.05 + 4.00 mm/min in French Bulldogs
and 16.88 = 3.54 mm/min in the control group. French Bulldogs had
a significantly higher STT-I value (p = 0.01) than non-brachycephalic
breeds. The STT-II values were 10.16 + 2.86 mm/min in French
Bulldogs and 11.28 + 2.60 mm/min in the control group (Figure 1).
The difference was not significant (p = 0.06). STT-I showed a weak
negative correlation (r = —0.24) with PFS.

3.5 Lipid layer thickness (LLT)/
interferometry (IF) grading

No dog from either group achieved an IF score of E French
Bulldogs showed a significantly lower (p=9%10-%) IF score than
non-brachycephalic dogs. A comparison between the left and right
eyes of both groups is shown in Figure 2. The IF grade showed a
moderate positive correlation (r = 0.49) with NIBUT and a moderate
negative correlation with the MGL of the upper eyelid (r = —0.42) and
the lower eyelid (r = —0.46) (Figure 3).

3.6 Tear meniscus height (TMH)

The TMH values were 0.64 + 0.20 mm in French Bulldogs and
0.31 £0.22mm in the control group. French Bulldogs had a
significantly (p = 9*107") higher TMH value than the control group
(Figures 1, 3).

3.7 Non-invasive breakup time (NIBUT)
The mean NIBUT values were 7.39 + 3.32 s in French Bulldogs
and 14.74 + 5.92 s in the non-brachycephalic group. French Bulldogs

had a significantly (p=3.5%10") lower NIBUT than the
non-brachycephalic group. NIBUT showed a strong negative
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Box plots illustrating the distribution of tear film parameters in French Bulldogs (FB) and non-brachycephalic control dogs. The variables shown
include: (A) tear osmolarity (mOsm/L); (B) tear meniscus height (mm); (C) Schirmer tear test | (mm/min); (D) non-invasive tear film breakup time
(NIBUT; sec.). Each box represents the interquartile range between the 25th and 75th percentiles, with the horizontal line within the box indicating the
median. The whiskers extend to the most extreme data points within 1.5 times the IQR, and individual points represent outliers outside this range.

correlation with the MGL (r = —=0.65) (Figure 1). In some French
Bulldogs, mucous secretions or reduced patient compliance interfered
with automatic NIBUT measurement, requiring manual assessment.

3.8 Non-contact infrared meibography

The Meibomian gland loss was measured for the upper eyelids.
The mean MGL was 25.32+19.11% in French Bulldogs and
14.57 +9.32% in the control group, showing a significant (p = 0.027)
difference between the two groups. Minor difficulties were encountered
with meibography. The presence of conjunctival pigmentation in some
French Bulldogs (Figure 4) led to partial coverage of the Meibomian
glands, which impaired image sharpness and subsequent analysis.

3.9 Osmolarity

"The osmolarity was 296.6 + 13.6 mOsm/L in the French Bulldogs
and 299.8 £ 16.1 mOsm/L in the control group. The difference was not
significant (p = 0.4) (Figure 1).

Frontiers in Veterinary Science

3.10 Punctate fluorescein staining (PFS)

The PFS showed no significant (p = 0.1) differences between the
French Bulldogs and the control group (Figure 2). A weak negative
correlation (r = —0.38; p = 0.0075) was found between the PFS and the
IF score.

3.11 Lissamine green staining (LGS)
No LGS uptake was detected in the French bulldog group or in the
control group.

A tabular overview of the most important parameters is provided
in Table 2.

3.12 Room temperature and humidity
Room temperature for the French Bulldogs was 22.09 + 1.93 °C

and 21.54 £ 1,03 for the control group. There was no statistical
difference between the two groups (p =0.42). Humidity was

frontiersin.org



VEROFFENTLICHUNGEN

32

Spornberger et al.

10.3389/fvets.2025.1732237

FIGURE 2

Frequency

Frequency

Interferometry Grade (left eye)

b B French Bulldogs
E control group
w
-
e
w
g ]
0 A B (o] D E
PFS (left eye)
@ French Bulldogs
o 7 @ Control group
e
w
(=
0 1 2

Frequency

Frequency

10 15 20

5

o

20

Interferometry Grade (right eye)

[ | I
o A

@ French Bulldogs
@ Control group
B c D E

PFS (right eye)

@ French Bulldogs
@ Control group

15
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brachycephalic control dogs. The interferometry grades represent lipid layer patterns from 0 (absent) to E (color fringe). based on OSA-Vet® classification; grade
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FIGURE 3

Representative |.C.P. OSA-Vet® images. (A.B) Interferometry of the precorneal tear film; (C,D) tear meniscus height (TMH) at the inferior central
meniscus. A French Bulldog, 8 years old, open meshwork lipid-layer pattern (grade A). B Saluki, 7 years old, color fringe pattern (grade E). C French
Bulldog, 9 years old, TMH 0.85 mm. D Greater Swiss Mountain Dog, 8 years old, TMH 0.26 mm.
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45.44 + 8.79% for the French Bulldogs and 52.66 +5.56 for the
control group. The difference was statistically significant with
p =0.0002. Room temperature and humidity showed a moderate
positive correlation with NIBUT (r = 0.45; p = 0.001 and r = 0.54;
p =0.0001).

4 Discussion

To our knowledge, this is the first study to perform a
comprehensive tear film analysis exclusively in French Bulldogs.
While previous studies have examined certain brachycephalic breeds
such as the Shih Tzu (8, 9) in great detail, the French Bulldog, despite
being one of the most popular breeds in many countries (15, 16), has
not been the subjecl of systematic tear film investigation to date. A
number of studies (2, 4, 6, 7, 27) have included individual French
Bulldogs in larger, heterogeneous cohorts. However, these data do not
allow conclusions to be drawn about speciﬁc breeds. In contrast, the
present study provides the first targeted insight into the tear film
characteristics of this breed and highlights the clinical relevance of
qualitative tear film abnormalities in otherwise ophthalmologically

healthy dogs.

FIGURE 4
Infrared meibography images taken during examination with the
I.C.P. OSA-Vet®. Top: Complete view of the Meibomian glands in the
upper eyelid. Bottom: Partial obstruction of gland visualization due
to pigmentation of the conjunctiva, as is often seen in French
Bulldogs.

TABLE 2 Tear film parameters: French Bulldogs vs Controls

Control group (n = 30)

10.3389/fvets.2025.1732237

In this study, French Bulldogs showed a significantly higher
STT-1 value (p = 0.01) compared to non-brachycephalic breeds. The
average STT-I values were 19.05 + 4.00 mm/min in French Bulldogs
and 16.88 £ 3.54 mm/min in the control group. This result contrasts
with previous studies, which found STT-I values to be approximately
14% lower in brachycephalic dogs without clinical eye disease
compared to non-brachycephalic dogs (1, 28). This discrepancy in
these studies was primarily attributed to reduced corneal sensitivity
and its negative effect on the afferent part of the tear reflex in
brachycephalic breeds (1, 28). However, the results of this study
suggest that this trend is not transferable to French Bulldogs. The
increased STT-I in this breed is more likely related to increased
reflex tear flow than to increased basal tear production. This
assumption is supported by simultaneous evidence of a shortened
NIBUT, reduced in[erferumetry values, and a signiﬁc;\nl]y increased
TMH, all of which indicate EDED (1). It has been demonstrated
that the process of increased tear evaporation leads to local
dehydmtiun of the cornea, activating both nociceptors and cold
thermoreceptors in the cornea. This in turn stimulates the tear
reflex (29, 30). The STT-I values observed in this study in French
Bulldogs were similar to those reported by Li et al for
brachycephalic dogs (19.05 + 4.00 mm/min vs. 18.2 + 3.9 mm/min)
(27), but lower than previously described for Shih Tzus
(22.0 55 mm/min) (9) and other brachycephalic dogs
(20.1 + 3.4 mm/min) (28). In contrast, STT-I1 values in the
non-brachycephalic group showed a high correlation with data
from the dolichocephalic subgroup (16.88 +3.54 mm/min vs.
16.8 + 3.4 mm/min) from Lietal. (27).

A significant increase in TMH was observed in French
Bulldogs compared to the control group (0.64 +0.20 mm vs.
031 +022mm, p=9x 10719, resulting in more than a twofold
increase in TMH compared to control values. These results confirm
the report by Li et al. on higher TMH in brachycephalic breeds
(27). An increase in TMH could be a result of an impairment in
the tear drainage system (31). However, although the tear drainage
system of brachycephalic dogs is anatomically different, they
consistently have an additional drainage into the oral cavity (52),
thus supporting a normal tear drainage. The suggested normal
range for TMH, measured with the LC.P. OSA-Vet? in healthy
dogs with normal STT-I, normal eyelid shape, and normal tear
drainage system, is 0.53 = 0.11 mm (1&). This value is higher than
the data reported by Li et al. of 0.27 £ 0.12 mm for mesocephalic
breeds and 0.26 + 0.09 mm for dolichocephalic breeds (27),
0.41 = 0.21 mm by Kim et al. for Beagles, 0.32 + 0.14 mm (33) and

p-Value between the groups

Variable French Bulldogs (n = 50)
STT-1(mm/min) 19.05 + 4.00

STT-II (mm/min) 10.16 £ 2.86

TMH (mm) 0.64+0.20

NIBUT (sec) 739+332

Osmeolarity (mOsm/L) 296.6 + 13.6*

MGL upper eyelid (%) 2532+19.11

16.88 + 3.54 0.01
11.28 + 2.60 0.06
0.31+0.22 9x1071"
14.74 + 592 3.5x107
299.8 + 16.1 0.4
14.56 +9.32 . 0.027

Comparison of tear film parameters between French Bulldogs (n = 50) and non-brachycephalic control dogs (1 = 30). Values are given as mean + standard deviation. Statistically significant

differences between groups were determined using the Wilcoxon test. *n = 36. STT-I, Schirmer tear test I; STT-II, Schirmer tear test II; TMH, tear meniscus height; NIBUT, non-invasive tear

film breakup time; MGL, meibomian gland loss.
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0.36 + 0.18 mm al. in their of

non-brachycephalic breeds (34), the median values measured by

by Sonego et groups
Yoon et al. using optical coherence tomography of the anterior
segment of the eye (0.32mm and <0.32mm) (35) and
0.31 + 0.22 mm in this study. A study by Silva et al. found a TMH
of 0.59 + 0.29 mm in the right eye and 0.88 + 0.27 mm in the left
eye of healthy Shih Tzus (36). In a study on qualitative and
quantitative tear tests in various brachycephalic breeds, Voitena et
al. reported a TMH of 0.51 + 0.17 (37). Zwiauer-Wolfbeisser et al.
reported a TMH of 0.5+ 0.2 mm, with the study population
consisting of 58.3% brachycephalic breeds treated for distichiasis,
making the population incomparable to the other studies (38).
Peruccio et al. did not disclose the number of dogs and breeds
examined (18). The available data on TMH shows that TMH is
increased  in  brachycephalic ~ breeds  compared  to
non-brachycephalic breeds (27, 33-38). Our results suggest that
the significant increase in TMH observed in French Bulldogs,
combined with the significant decrease in NIBUT and lower
interferometry values, provides convincing evidence of underlying
EDED in this breed. A substantial variation in reported TMH is
observed among studies involving a brachycephalic cohort. This
variations includes lower (27, 37) and higher (36) values compared
to the values reported in our study. This heterogeneity is likely
attributable to variations in cohort composition. These findings
underscore the importance of establishing breed-specific reference
values for tear film diagnostics, particularly in brachycephalic
dogs. The NIBUT was significantly lower in French Bulldogs than
in the control group (7.39 £ 3.32 5. vs. 14.74 £ 5.92 s, p = 3.57107°).
This comparing
brachycephalic breeds with non-brachycephalic breeds (27, 39).
The shorter NIBUT could contribute to the higher STT-I, as
reported by Faghihi et al. (39). The value for the control group was
at the lower end of the reported normal range for tear film breakup
time (TBUT) in healthy dogs (19.7 + 5 to 21.53 + 7.42 s.) (40). It
was lower than the NIBUT in healthy beagles (33). Lietal. (27) and
Voitena et al. (37) reported lower than previously described
NIBUT values as well. Li et al. discussed that their lower NIBUT
values may be due to environmental influences that contribute to
a shorter break-up time, especially in the summer months (27). As

result is consistent with other studies

reported in the results section, relative humidity was higher in the
control group, whereas room temperature did not differ between
groups. Because higher humidity reduces evaporative loss (41), this
would be expected to prolong NIBUT in the control group and
thereby exaggerate the observed between group difference.
Although temperature can influence the tear film, temperature-
related bias is unlikely in in this study due to comparable
temperatures. Since all ambient values were within the typical
indoor range (42), the influence is likely to be minor and probably
not responsible for the general pattern of significantly shorter
NIBUT in French Bulldogs. Nevertheless, residual bias cannot be
completely ruled out.

The IF grade was significantly lower in French Bulldogs
(p = 9%107%) than in the control group, with the majority of French
Bulldogs achieving an IF grade of B and the control group
achieving a grade of E. The IF grade allows a direct estimation of
the lipid layer thickness. The lipid layer is the outermost layer of
the tear film, which prevents evaporation of the aqueous phase

and stabilizes the tear film (43). It is produced by the Meibomian
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glands (43). Increased loss of the Meibomian glands or Meibomian
gland dysfunction (MGD) leads to a reduction in the lipid layer
(22) and thus to a low IF grade. This explains the correlation
between a higher MGL and a lower NIBUT. A possible change in
the composition of meibum due to MGD may also increase
evaporative stress and provoke reflex tearing, which contributes
to the higher STT-I and TMH, respectively (44). Another factor
that must be taken into account is allergies, which are common in
brachycephalic breeds (45). Studies in human medicine have
shown that seasonal allergies alter the morphology of the
Meibomian glands, promoting a change in lipid secretion and
instability of the tear film (46, 47). In accordance with the
previously mentioned findings, preliminary data reported by
Marques et al. (ESVO 2025) revealed that atopic dogs suffering
from allergic conjunctivitis exhibited lower IF grades in
comparison with healthy controls. This observation supports to
the hypothesis that ocular allergies are related to impairment of
the lipid layer.

We have documented a higher MGL value in French Bulldogs,
which could partly explain the lower IF grade. However, some
patients had both a low IF grade and a low MGL percentage.
Consequently, the MGL percentage is not the only factor inﬂuencing
the IF grade. MGD is a multifactorial disease in which not only the
end stage of glandular loss must be considered, but also qualitative
and quantitative changes in the secreted lipid content. This may be
due to hyposecretory, obstructive, or hypersecretory mechanisms
(48, 49). As Ofri et al. have shown, there are differences in the
amount of meibum secreted in different dog breeds (50). This also
explains the prevalence of low IF grades in French Bulldogs.
Another possible cause is incomplete closure of the eyelids during
blinking, and the lower blink rate often observed in brachycephalic
breeds (22). The reduced nerve fiber density of the cornea in
brachycephalic dogs (51) is thought to be the cause of the reduced
blink rate in these breeds (1). This leads to meibum not being
distributed evenly across the cornea, which promotes destabilization
of the tear film. Possible MGD in the French Bulldogs requires
further investigation.

There are conflicting statements in the human literature as to
whether only the upper eyelid (52), the lower eyelid (53), or both
eyelids (54, 55) need to be measured for the correct diagnosis of
Meibomian gland disease. Also, in the veterinary literature there is
no consensus on which eyelid should be examined using
meibography. Kim et al. performed meibography on both eyelids
of Beagles and found it difficult to adequately expose the
Meibomian gland area of the lower eyelid (33). Kitamura et al. did
not examine the lower eyelid because this was found to be
uncomfortable for their cohort of Shih Tzus (56). Li et al. examined
the lower eyelids only because the patients showed discomfort
during the examination of the upper eyelid (27). In our study, we
the the

ophthalmological examination, as most dogs were more

selected upper eyelid for meibography during
comfortable with it.

In this study, tear osmolarity was measured using the
ScoutPro®. Veterinary clinical validation data for this device are
limited (57). The osmolarity values of both groups were lower than
previously reported normal values of TearLab® and I-PEN® Vet
(58) and the ScoutPro® (57). Although reduced NIBUT and LLT
values are typically associated with increased evaporation and
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increased osmolarity (29), the lower osmolarity of the French
Bulldogs is presumably a consequence of the significantly
increased STT-I and TMH values, This interpretation is supported
by Garcia-Resta et al., who demonstrated a negative correlation
between TMH and osmolarity (59). Given the lower osmolarity
values in the control group, it can be concluded that a tear reflex
triggered by handling can be ruled out, as no significant difference
was found between the osmolarity of basal tears and reflex
tears (60).

The clinical interpretability of osmolarity values remains
unclear due to a lack of more published data for the ScoutPro® in
dogs. After considering the above factors, it was determined that
osmolarity within our specific cohort did not exhibit sensitivity to
evaporation-related instability. Our observation shows that there
was no difference in osmolarity between French Bulldogs and the
control group. Consequently, osmolarity is considered an
inadequate single marker for qualitative tear film deficiency in dogs.
Further validation of the device and standardization of protocols
are deemed necessary.

There were no differences between French Bulldogs and the
control group regarding PES and lissamine green staining. This is
to be expected as STT-I was not decreased in animals included in
this study. High PFS scores correlate with a lower STT-I (20).
The weak negative correlation between PFS and [F grade aligns
with the general findings, as PFS is regarded as a parameter for
ocular health (22). Smith et al. reported higher lissamine green
staining scores in dogs with lower STT-I values and shorter
TBUT (21).

When interpreting the results, the limitations of the study must be
taken into account. The assessment of the Meibomian glands was limited
to non-contact infrared meibography. Image quality was partially
limited by anatomical conditions or pigmentation. Although allergies
are an important factor in MGD in humans, allergy testing was not
performed in French Bulldogs, as this was beyond the scope of this
study. All examinations and image analyses were performed by a single
examiner without formal assessments of intra- or interobserver
variability, which may limit reproducibility and introduce potential

observer bias,

5 Conclusion

This study provides strong evidence that all clinically normal
French Bulldogs in this cohort showed consistent indicators of
EDED. Despite the absence of obvious clinical symptoms, the dogs
showed a combination of shortened NIBUT, reduced LLT, increased
TMH, and increased STT-I - characteristic features of a qualitative
tear film disease. These findings suggest that EDED is not an
isolated occurrence but rather a widespread condition within this
breed. It is essential that routine ophthalmic examinations of French
Bulldogs consider this underlying pathology.
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IV DISKUSSION

Ziel der ersten Studie war es, die intra- und interindividuelle Reproduzierbarkeit der
Messung der Osmolaritit mit dem ScoutPro®-System zu untersuchen. Da dieses
Osmometer zuvor noch nicht in der Tiermedizin eingesetzt wurde, sollten so Daten
erhoben werden, um einen validierten Einsatz im Rahmen der zweiten Studie zu
ermdglichen. Die Intrarater Variabilitdt war akzeptabel und die Interrater Reliabilitét
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Untersuchern (Spornberger et al.,
2025a). Dies ist von besonderer Bedeutung da die Hyperosmolaritit als zentraler

Pathomechanismus des trockenen Auges angesehen wird (Bron et al., 2017).

Ziel der zweiten Studie war die Analyse der Trinenfilm-Charakteristika klinisch
gesunder Franzosischer Bulldoggen im Vergleich zu nicht-brachyzephalen Hunden
sowie die Bewertung der diagnostischen Relevanz der Osmolaritdt zur Identifikation

einer Tranenfilminstabilitdt (Spornberger et al., 2025b).

Die eigene Studie zeigte einen signifikant (p = 0,01) hoheren STT-1 der Franzdsischen
Bulldoggen (19,05 + 4,00 mm/min) im Vergleich zu der Kontrollgruppe (16,88 + 3,54
mm/min) (Spornberger et al., 2025b). Dieses Resultat stimmt mit Li et al. (2024)
tiberein, steht jedoch im Gegensatz zu anderen Studien, in denen brachycephale Hunde
einen niedrigeren STT-1 aufwiesen (Bolzanni et al., 2020, Sebbag und Sanchez, 2023).
Der erhohte STT-1 der Franzosischen Bulldogge ist dabei auf eine erhohte
Reflextranenproduktion zuriickzufiihren. Parallel wurden eine verkiirzte NIBUT im
Vergleich zu der Kontrollgruppe sowie ein erhohter Verlust von Meibom-Driisen, eine
erniedrigte Lipidschichtdicke und ein erhohter Trdnenmeniskus befundet (Spornberger
et al., 2025b). All diese Faktoren sprechen fiir eine generalisiertes qualitatives
Tranenfilmproblem der in der eigenen Studie untersuchten Population Franzosischer
Bulldoggen. Pathophysiologisch begiinstigt eine ausgediinnte Lipidschicht ein
schnelleres Aufreilen des Tranenfilms, welches sich wiederum quantitativ in der
verkiirzten nichtinvasiven Tranenfilmaufrisszeit messen lisst (Bron et al., 2017). Dem
Pathomechanismus folgend wird durch das schnelle Aufreilen des Tranenfilms eine
Evaporation der Trianenfliissigkeit beglinstigt (Bron et al., 2017). Die Evaporation
wiederum flihrt zum einen zur Bildung von ,,Dry Spots* auf der Hornhaut und damit zu
lokaler Hyperosmolaritdt und zum anderen werden durch die verstirkte Evaporation

selbst die Kélterezeptoren der Hornhaut stimuliert (Belmonte et al., 2017, Bron et al.,
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2017). Beide Wege fiihren zu einer Stimulation der Lakrimalen Funktionseinheit und in

Folge dessen, zu einem Anstieg reflektorischen Trinens (Bron et al., 2017).

Im Kontext des BOS weisen Sebbag und Sanchez (2023) darauf hin, dass brachyzephale
Rassen im Allgemeinen eine um 50 % bis 93 % verminderte korneale Sensibilitét
besitzen. In theoretischer Hinsicht sollte dies den afferenten Arm des Tranenreflexes
schwéchen und zu niedrigeren STT-1 Werten fiihren. Die eigenen Ergebnisse deuten
jedoch darauthin, dass der Reiz durch die massive Evaporation bei der Franzosischen
Bulldogge ausreichend stark ist, um dennoch ein kompensatorisches Reflextranen
auszuldsen (Spornberger et al., 2025b). Diese Interpretation wird durch den nicht
signifikanten Unterschied im STT-2 zwischen den Gruppen (10,16 = 2,86 vs. 11,28 +
2,60; p = 0,06) gestiitzt, der eine vergleichbare Basaltranenproduktion nahelegt
(Spornberger et al., 2025b). Das BOS begiinstigt zusétzlich die erhohte Evaporation und
eine Storung des Tranenfilms. Exophthalmus und Makroblepharon fithren zu einer
verstirkten Exposition der Augenoberfliche und damit zu einer verstarkten Evaporation
und einer unzureichenden Verteilung des Tranenfilms (Stades et al., 1992). Irritationen
des Trianenfilms und der Augenoberflache durch ektope Zilien, nasales Entropium und

Distichien verstdrken diesen Prozess (Sebbag und Sanchez, 2023).

Die Hohe des Tranenmeniskus der Franzosischen Bulldogge war ebenfalls signifikant
hoher als die Hohe des Tranenmeniskus der Kontrollgruppe (Spornberger et al., 2025b).
Dies kann ebenfalls auf den erhohten STT-1 zuriickzufithren sein, da der
Trinenmeniskus das Reservoir der Trinenfliissigkeit bildet, und eine positive
Korrelation zwischen STT-1 und Hohe des Trinenmeniskus besteht (Nguyen et al.,
2012). Eine erhohter Tranenmeniskus kann auch auf eine Obstruktion in den Tranen
ableitenden Wege zuriickzufiihren sein (Burkat und Lucarelli, 2005). Anatomisch
bedingt kommt es, zum Beispiel bei brachycephalen Katzen, zu einem veridnderten
Verlauf des Trénennasengangs und damit zu einem gestorten Abfluss der
Tranenfliissigkeit (Oksa-Minalto et al., 2023). Auch wenn dies im Einzelfall in der
eigenen Studienpopulation nicht vollstdndig ausgeschlossen werden kann, so ist es doch
sehr unwahrscheinlich. Brachycephale Hunde haben meist akzessorische Ostien des
Tranennasengangs, die in den Rachen miinden und so einen normalen Abfluss der
Tranenfliissigkeit ermdglichen (Sahr et al., 2021). Die gemessenen Werte der Hohe des
Trénenmeniskus in der eigenen Studie (0,64 + 0,20 mm Franzosische Bulldogge; 0,31
+ 0,22 mm Kontrollgruppe) zeigen, dass brachycephale Hunde einen signifikant (p =9

x 1071%) héheren Trinenmeniskus haben als nicht brachycephale Hunde (Spornberger et
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al., 2025b). Dieser Trend lédsst sich auch in der Literatur nachvollziehen (Kim et al.,
2022, Silva et al., 2024, Sonego et al., 2024, Voitena et al., 2024, Yoon et al., 2024,
Zwiauer-Wolfbeisser et al., 2025), wobei es auch Unterschiede zwischen den einzelnen
Rassen gibt (Li et al., 2024). Dies beinhaltet brachycephale Rassen, die eine niedrigere
Hohe des Tranenmeniskus (Li et al., 2024, Voitena et al., 2024) oder eine hohere Hohe
des Tranenmeniskus (Silva et al., 2024) als die von uns untersuchten Franzdsischen
Bulldoggen haben. Diese Ergebnisse betonen die Relevanz von rassenspezifischen
Referenzwerten fiir die Tridnenfilmdiagnostik, insbesondere bei brachyzephalen

Hunden.

Die diinnere Lipidschicht der Franzosischen Bulldoggen begiinstigt die kurze
nichtinvasive Tranenfilmaufrisszeit. Ursdchlich kommen hier sowohl eine verminderte
Sekretion durch erhéhten Verlust von Meibom-Driisen als auch ein qualitativer Mangel

des sekretierten Meiboms in Frage (Vinas et al., 2019).

Ein weiterer signifikanter Faktor ist der Einfluss von Allergien auf die Konformation
der Meibom-Driisen und die Qualitit des sekretierten Meiboms. Es konnte in
humanmedizinischen Studien nachgewiesen werden, dass Patienten, die an einer
saisonalen Allergie leiden, eine erhohte Anzahl an Verformungen und Verlust von
Meibom-Driisen aufweisen (Liu et al., 2022, Wei et al., 2025). Zusitzlich wiesen diese
Patienten eine verkiirzte invasive- und nichtinvasive Tranenfilmaufrisszeit auf (Liu et
al., 2022, Wei et al., 2025). Diese Ergebnisse werden veterindrmedizinisch durch die
vorldufigen Daten von Marques et al. (2025) bestétigt. Bei atopischen Hunden, die an
allergischer Konjunktivitis leiden, konnten im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren
niedrigere Interferometrie-Werte (eine diinnere Lipidschicht) beobachtet werden.
Obwohl im Rahmen der eigenen Studien keine Untersuchung des Allergiestatus® der
Hunde vorgenommen wurde, ist die Hypothese zu vertreten, dass ein gro3er Anteil der
franzosischen Bulldoggen Allergiker ist. Diese Annahme fullt auf der Tatsache, dass
brachycephale Hunde iiberproportional hdufig von Allergien betroffen sind (Hobi et al.,
2023).

Die gemessene Osmolaritdt wies keine signifikanten Unterschiede (p = 0,4) zwischen
den beiden Gruppen (296 + 13,6 Franzdsische Bulldogge; 299,8 + 16,1 Kontrollgruppe)
auf (Spornberger et al., 2025b). Die ermittelten Werte lagen folglich unterhalb der
Referenzbereiche des TearLab® (337-339 mOsm/L) und des I-Pen® Vet (315-319
mOsm/L), die in der Veterindrmedizin zum Einsatz kommen (Iwashita et al., 2023). Das

Ergebnis der Kontrollgruppe wich dabei zusitzlich von den eigenen gemessenen Werten
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aus der ersten Studie ab (Spornberger et al., 2025a). In Anbetracht der Tatsache, dass
keine Referenzwerte fiir Messungen mit dem ScoutPro® zur Verfligung stehen, ist es
unumgénglich, die Hypothese aufzustellen, dass die in der eigenen ersten Studie
beschriebenen Messwerte nicht den exakten Referenzbereich des ScoutPro® abbilden.
Um die exakten Referenzbereiche der Osmometer zu ermitteln, sind weitere Studien mit
einer groferen Patientenpopulation sowie der gleichzeitige Einbezug des TearLab® und
des I-Pen® Vet erforderlich. Die Messergebnisse der Franzosischen Bulldogge zeigen,
dass die Osmolaritdt kein geeigneter Parameter ist, um zwischen gesunden Tieren und
solchen mit qualitativen Tranenfilmproblemen zu differenzieren. Einerseits wird die
tatsdchliche Osmolaritit auf der Augenoberfliche durch die Messung der Osmolaritét
im Tranenmeniskus nicht addquat abgebildet (Bron et al., 2017). Andererseits kann eine
potenzielle Erhohung der Osmolaritdt durch die ibermiflige Reflextranenproduktion
maskiert werden. Es konnte sowohl in der Humanophthalmologie (Abusharha et al.,
2018) als auch in der veterindirmedizinischen Ophthalmologie (Lamkin et al., 2020) der
Nachweis erbracht werden, dass Reflextridnen die gleiche Osmolaritit wie Basaltrdnen
aufweisen. Zusétzlich konnte in humanmedizinischen Studien eine negative Korrelation
zwischen der Osmolaritdt und der Tranenmeniskushdhe nachgewiesen werden (Garcia-
Restia et al., 2014, Lee et al., 2025). Diese Erkenntnis liefert eine Erklarung fiir die in
der eigenen Studie gemessenen niedrigen Osmolaritidtswerte der Franzdsischen
Bulldogge (Spornberger et al., 2025b). Zwar konnte die methodische Reliabilitdt des
Messverfahrens etabliert werden, doch ist dessen klinische Relevanz zum aktuellen

Zeitpunkt nicht gegeben.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass alle klinisch gesunden Franzdsischen
Bulldoggen,  die  untersucht  wurden, = Anzeichen  einer  qualitativen
Tranenfilmproblematik aufwiesen (Spornberger et al., 2025b). Dies erklédrt zum einen
die tiberproportionale Reprédsentation dieser Rasse in der ophthalmologischen Praxis
und sollte zum anderen bei jeder ophthalmologischen Untersuchung berticksichtigt
werden. Um eine belastbare Aussage dariiber treffen zu konnen, ob die Messung der
Osmolaritdt in die klinische Untersuchung einbezogen werden sollte und um
Referenzwerte zu etablieren, sind weitere Studien unter Einbeziehung einer groferen
Patientenpopulation sowie der gleichzeitigen Messung mit den drei Osmometern

erforderlich.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zum einen den Trinenfilm klinisch gesunder
Franzosischer Bulldoggen zu untersuchen und zum anderen die Aussagekraft der

Messung der Tranenosmolaritdt als Parameter einer Tranenfilminstabilitdt zu priifen.

Zur Messung der Osmolaritit wurde zunidchst die Anwendbarkeit und
Reproduzierbarkeit des bislang in der Veterindrmedizin nicht eingesetzten Osmometers
ScoutPro® in einer Pilotstudie untersucht. Unter Ausschluss von brachycephalen
Rassen wurde die Osmolarititsmessung an 17 gesunden, dolichocephalen und
mesocephalen Hunden durchgefiihrt. Zwei Untersucher flihrten dafiir jeweils drei
aufeinander folgende Osmolarititsmessungen beider Augen durch. Die Intrarater
Variabilitdt wurde mittels Friedman Test und Cronbachs Alpha bewertet, die Interrater
Reliabilitdit mittels eines gepaarten t-Tests. Der gepaarte t-Test ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Mittelwerten der Untersucher mit einem
p = 0,1 und die Interrater Reliabilitit war akzeptabel mit Cronbachs Alpha von 0,75 fiir
Untersucher eins und 0,80 fiir Untersucher zwei. Die durchschnittliche
Tranenosmolaritdt betrug bei Untersucher eins 323,51 £ 9,89 mOsm/l und bei

Untersucher zwei 326,74 + 9,02 mOsm/I.

In der zweiten Studie wurde der Tranenfilm von gesunden franzosischen Bulldoggen
untersucht und mit dem Tridnenfilm von gesunden dolichocephalen und mesocephalen
Hunden verglichen. Bei 50 Franzdsischen Bulldoggen und 30 Hunden verschiedener
Rassen wurde eine vollstindige ophthalmologische Untersuchung sowie eine
umfangreiche Tranenfilmdiagnostik mittels des I.C.P. OSA-Vet® und zusétzlich eine
Messung der Osmolaritit des Tranenfilms mittels des ScoutPro® durchgefiihrt. Die
Tranenfilmdiagnostik bestand aus: Interferometrie, Messung der Hohe des
Trénenmeniskus®, nicht invasiver Trinenfilmaufrisszeit, infrarot Meibographie,
Schirmer Trédnen Test eins und zwei, Punktférmiges Fluoreszein-Staining und
Vitalfarbung mit Lissamingriin. Zusitzlich wurden zum Ausschluss von dufleren
Einfliissen auf die Trénenfilmdiagnostik die Luftfeuchtigkeit und die Raumtemperatur

bei jeder Untersuchung mitgemessen.

Der STT-1 der Franzosischen Bulldoggen war mit 19,05 &+ 4,00 mm/min im Vergleich
zu 16,88 + 3,54 mm/min der Kontrollgruppe signifikant erhéht (p = 0,01). Der STT-2
zeigte mit 10,16 £ 2,86 mm/min bei Franzosischen Bulldoggen und 11,28 + 2,60

mm/min in der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied (p = 0,06). Die
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Franzosischen Bulldoggen zeigten eine signifikant niedrigere Interferometrie (p =
9*107%) als die Kontrollgruppe. Die Trinenmeniskusshohe betrug 0,64 + 0,20 mm bei
Franzdsischen Bulldoggen und 0,31 £+ 0,22 mm in der Kontrollgruppe. Franzdsische
Bulldoggen hatten einen signifikant (p = 9 x 10—10) hoéhere TMH als die
Kontrollgruppe. Die NIBUT war mit 7,39 + 3,32 s bei Franzosischen Bulldoggen und
14,74 + 5,92 s in der Kontrollgruppe, bei den Franzdsische Bulldoggen signifikant (p =
3,5 x 107%) verkiirzt. Der Verlust an Meibomschen Driisen war bei den Franzdsischen
Bulldoggen signifikant (p = 0,027) hoher mit 25,32 + 19,11 % im Vergleich zu 14,57 +
9,32 %. Die Osmolaritét zeigte mit 296.6 £ 13.6 mOsm/L und 299.8 = 16.1 mOsm/L
keinen signifikanten (p = 0,4) Unterschied zwischen den Franzosischen Bulldoggen und
der Kontrollgruppe. In beiden Gruppen wurde keine positive Lissamingriin-Farbung
befundet und fiir das punktformige Fluoreszein-Staining wurde kein signifikanter (p =

0,1) Unterschied zwischen den Gruppen gefunden.

Die Raumtemperatur zeigte keinen signifikanten (p = 0,42) Unterschied zwischen den
beiden Gruppen, die Luftfeuchtigkeit jedoch schon (p = 0,0002). Sowohl
Luftfeuchtigkeit (45,44 + 8,79 % fiir die Franzdsischen Bulldoggen und 52,66 + 5,56
fiir die Kontrollgruppe) als auch Temperatur (22,09 + 1,93 °C und 21,54 + 1,03) lagen
im Normalbereich, ein maBgeblicher Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse

erscheint dadurch unwahrscheinlich.

Die Untersuchungsergebnisse zeigten, dass das ScoutPro® (Trukera Medical,
Southlake, Texas, USA) zur Messung der Trinenosmolaritidt bei Hunden eingesetzt
werden kann und verlédssliche Messergebnisse liefert, auch bei wiederholter Messung
und unterschiedlichen Untersuchern. In der Untersuchung des Trianenfilms zeigten die
gesunden Franzosischen Bulldoggen typische Anzeichen einer EDED (verkiirzte
NIBUT, niedrige LLT, erhdhte TMH, hoher STT-1). Dieses Ergebnis ist von besonderer
Relevanz, da die Franzdsische Bulldogge weltweit zu den beliebtesten Hunderassen
zahlt und tiberproportional hidufig unter ophthalmologischen Erkrankungen leidet. Die
Osmolaritét als Indikator einer Trédnenfilmproblematik lieB sich in diesen Studien nicht

etablieren. Weitere Studien mit einer grofleren Patientenanzahl sind anzuraten.
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VI SUMMARY

The objective of this study was to examine the tear film of healthy French Bulldogs and
to investigate the significance of measuring tear film osmolarity as a parameter for tear

film instability.

The ScoutPro® osmometer, which had not previously been utilized in veterinary
medicine, was used to measure osmolarity. In a preliminary study, the reproducibility
of measurements with the ScoutPro® was initially examined. With the exception of
brachycephalic breeds, osmolarity measurements were conducted on a total of 17
healthy canines of both dolichocephalic and mesocephalic breeds. Two examiners
performed three consecutive osmolarity measurements on both eyes. The intra-rater
variability was determined using the Friedman test and Cronbach's alpha, and the inter-
rater reliability was determined using a paired t-test. The paired t-test revealed no
statistically significant discrepancy between the two mean values of the examiners, with
a p-value of 0.1. Additionally, the inter-rater reliability was deemed to be satisfactory,
with Cronbach's alpha values of 0.75 for examiner one and 0.80 for examiner two. The
mean osmolarity of tears was determined to be 323.51 £ 9.89 mOsm/L for examiner one

and 326.74 + 9.02 mOsm/L for examiner two.

In the second study, the tear film of healthy French Bulldogs was examined and
compared with the tear film of healthy dolichocephalic and mesocephalic dogs. A total
of 50 French Bulldogs and 30 dogs of various breeds underwent a comprehensive
ophthalmological examination, which included a thorough tear film evaluation utilizing
the [.C.P. OSA-Vet® and the measurement of tear film osmolarity with the ScoutPro®.
The tear film diagnostics entailed the following procedures: interferometry,
measurement of the height of the tear meniscus, non-invasive tear film break-up time,
infrared meibography, Schirmer tear tests one and two, punctate fluorescein staining,
and vital staining with lissamine green. Furthermore, the examination was conducted
under controlled conditions, with humidity and room temperature measurements
recorded during each procedure to eliminate the potential impact of external factors on

the diagnostic accuracy of the tear film analysis.

This study aimed to assess tear film characteristics in healthy French Bulldogs and to

evaluate tear osmolarity as an indicator of tear film instability. Tear osmolarity was
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measured using the ScoutPro® osmometer, which has not previously been used in

veterinary medicine.

In a preliminary reproducibility study, tear osmolarity was measured in 17 healthy
dolichocephalic and mesocephalic dogs. Two examiners performed three consecutive
measurements in both eyes. Intra-rater variability was analyzed using the Friedman test
and Cronbach’s alpha, and inter-rater reliability was assessed using a paired t-test. No
significant difference was found between examiners (p = 0.1). Inter-rater reliability was
acceptable, with Cronbach’s alpha values of 0.75 and 0.80. Mean tear osmolarity was
323.51 + 9.89 mOsm/L and 326.74 + 9.02 mOsm/L for examiners one and two,

respectively.

In the main study, 50 healthy French Bulldogs and 30 healthy dolichocephalic and
mesocephalic dogs underwent comprehensive ophthalmological and tear film
examinations, including interferometry, tear meniscus height (TMH), non-invasive tear
film break-up time (NIBUT), infrared meibography, Schirmer tear tests I and II (STT-
1, STT-2), fluorescein staining, lissamine green staining, and tear osmolarity
measurement using the ScoutPro®. All examinations were performed under controlled

environmental conditions, with room temperature and humidity recorded.

French Bulldogs showed significantly higher STT-1 values (19.05 = 4.00 mm/min) than
controls (16.88 + 3.54 mm/min; p = 0.01), while STT-2 did not differ significantly (p =
0.06). Interferometry values were significantly reduced in French Bulldogs (p = 9.1 x
107®). TMH was significantly increased in French Bulldogs (0.64 + 0.20 mm) compared
with controls (0.31 £0.22 mm; p=9 x 107'°). NIBUT was significantly shorter in French
Bulldogs (7.39 + 3.32 s) than in controls (14.74 + 5.92 s; p = 3.5 X 107?). Meibomian
gland loss was significantly greater in French Bulldogs (25.32 = 19.11%) than in
controls (14.57 = 9.32%; p = 0.027).

No significant difference in tear osmolarity was detected between French Bulldogs
(296.6 £ 13.6 mOsm/L) and controls (299.8 £ 16.1 mOsm/L; p = 0.4). Lissamine green
staining was absent in all dogs, and fluorescein staining did not differ significantly

between groups (p =0.1).

Although humidity differed significantly between groups (p = 0.0002), both humidity
and temperature remained within physiological ranges, making a relevant influence of

environmental factors unlikely.
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In conclusion, the ScoutPro® provides reliable tear osmolarity measurements in dogs.
Healthy French Bulldogs display tear film alterations consistent with evaporative dry
eye disease, but tear osmolarity did not correlate with tear film instability. Larger studies

are required to clarify the diagnostic value of tear osmolarity in canine ophthalmology.
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