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1. Artikel in der Originalversion

ORIGINAL RESEARCH ARTICLES: CERVIX AND HPV

Oral Human Papillomavirus in Women With High-Grade
Cervical Intraepithelial Neoplasia

Linn Woelber, MD," Julia Breuer, MD," Thomas Meyer, PhD,’ Eik Vettorazzi,> Katharina Prieske, MD,"
Inga Bohlmann, MD,I Chia-Jung Busch, MD,4 Ingo Teudt, MD,5'6 Oliver Brummer, MD, 78
Volkmar Mueller, MD,' Barbara Schmalfeldt, MD," and Donata Grimm, MD*

Objective: This study was designed to investigate the co-prevalence of
cervical and oropharyngeal human papillomavirus (HPV) infection in
patients with HPV-related high-grade disease of the uterine cervix (high-
grade squamous intraepithelial lesion [HSIL]).

Materials and Methods: In a prospective cohort study, women with
abnormal cervical cytology admitted to our colposcopy units received HPV
testing of the uterine cervix and the oropharynx via smear. From a subset of pa-
tients, oral lavage was collected to compare detection rates of HPV DNA
between lavage and swab. Patients with confirmed high-risk HPV (HR-
HPV)—positive HSIL of the cervix were further investigated. Sexual behavior
and lifestyle factors were documented with a standardized questionnaire.
Results: Two hundred thirty-five women were included in the study. Of the
235 women, 135 (57.5%) were cervically HR-HPV positive with histologi-
cally confirmed high-grade cervical intraepithelial lesion (median [range]
age =30 [21-45] years). Of these, only 6 (4.4%) also had a positive oral spec-
imen. In 3 (50%) of the 6 cases, the same HPV type was detected in oral and
cervical samples (HPV 16, 35, and 45). Oral HPV detection was not higher
when combining swab and lavage compared with swab alone. A relation
between sexual behavior and oral HPV detection could not be demonstrated.
Conclusions: Oral HPV prevalence in women with cervical HPV infec-
tion and HSIL is low. Simultaneous testing of oropharyngeal and cervical
HPV infection does not seem promising as future screening strategy.

Key Words: HPV, sexual transmitted disease, oropharyngeal cancer,
CIN, HSIL
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uman papillomavirus (HPV) is the most common sexually

transmitted infection in developed countries.'? Lifetime risk
of any genital HPV infection in women is approximately 75%.
Recent research showed an HPV prevalence of 38.1% in 20- to
25-year-old women in Germany with HPV 16 (19.5%), being
the most prevalent genotype.* Most infections resolve spontane-
ously. From 10% to 40% infections persist and can lead to high-
grade squamous intraepithelial lesions (HSILs). If left untreated,
HSIL can progress to cervical cancer (CC) in 12% to 70%.°

The same HPV types that infect genital mucosa can also infect
the mouth and throat.® For the past years, there has been a steady
decline (50%) in the number of tobacco- and alcohol-related
HPV-negative (HPV—) oropharyngeal squamous cell carcinomas
(OSCC) of the upper respiratory tract but an increase of OSCC
associated with HPV in younger patients.” ' Incidence of HPV
positive (HPV+) OSCC has risen 225% between 1988 and 2004
corresponding to a current incidence of 2.6/100.000 cases per
year. Anatomic sites of HPV+ OSCC are mostly tonsils and the
base of tongue. At this point, 25% to 60% of OSCC are estimated
to be associated with an oncogenic HPV infection.!! In more than
90% of those, HPV 16 is detected.''

Worldwide oral HPV prevalence in healthy individuals is
highly variable.'> A recent systematic review of 18 studies analyzed
oral HPV DNA in 4,581 cancer-free subjects. In 1.3% of healthy
subjects, oral HPV 16 was detected, 3.5% had carcinogenic HPV,
and 4.5% were positive for any HPV (age range: 3-85 years).
Men and women thereby showed the same prevalence with
4.6% versus 4.4%, respectively. Human papillomavirus 16 was
again the most frequently detected type.'? Because HPV is nowa-
days the most common cause for OSCC, oral HPV infection has
become a focus of intensive research.'>'* Because it is well
known that sexual behavior has an impact on the risk for CC,
it might also have an influence on the risk for developing
0SCC.">"7 Recent research suggests that certain sexual prac-
tices, such as oral sex (oral-genital contact) and others (oral-anal
contact) as well as certain sexual behavior (e.g., many sexual part-
ners), might conciliate HPV to extend to the oral cavity and play a
role in oral carcinogenesis.'>!*

Still very little is known about the transmission of HPV to the
oral cavity and the conditions for a persistent oropharyngeal infec-
tion and malignant transformation. We therefore investigated oral
HPV prevalence in patients with HR-HPV—positive (HR-HPV+)
HSIL under the assumption that patients with persistent genital
HPV infection might be more susceptible for persistent oral
HPYV infection dependent on sexual behavior.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Between February 2014 and June 2015, a prospective cohort
study of the University Medical Center Hamburg-Eppendorf
(UKE) in collaboration with the Medical Center Hamburg Altona
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(AK) was performed to determine the prevalence of oropharyn-
geal HPV infection in women with HR-HPV+ HSIL. Women with
abnormal cervical smear admitted to the colposcopy units of both
clinics received HPV testing of the uterine cervix and the orophar-
ynx with a swab. In the UKE cohort, additional oral lavage was
performed. Inclusion criteria for further analysis were HR-HPV+
HSIL (histologically verified with targeted biopsy or conization)
and age between 18 and 45 years. Exclusion criteria were the fol-
lowing: other not HPV-related diseases of the vulva, vagina and
cervix, invasive disease of the cervix, pregnancy, and previous
tonsillectomy. All participants were interviewed with a newly
designed standardized questionnaire focusing on demographic data
and potential risk factors for oral and/or cervical HPV infection.

Ethical approval was obtained from the local ethical board
(reference number PV438). Written informed consent was gath-
ered from each patient before participation in the study.

Clinical Samples

Human papillomavirus swabs of the cervix were taken as in
daily routine from ectocervix and endocervix by using a cytobrush
(Gynobrush; Heinz Herenz, Hamburg, Germany). For tonsillar
sampling, the PapCone device was used (Otto Bock PUR Life
Science GmbH, Duderstadt, Germany) to collect superficial
scrapes of the tonsillar mucosa by performing 5 to 10 complete
backward and forward brushes at each side (right tonsil and left
tonsil). Cell material from both swabs was suspended separately
in SurePath preservative fluids (Becton Dickinson Co, Franklin
Lakes, NJ) and stored at 4°C or was transferred to vials with viral
transport medium. From a subset of patients (n = 71), oral lavage
(mouth wash) was collected to compare detection rates of HPV
DNA between lavage and brush. For that purpose, patients gar-
gled with 10 mL saline (0.9% NaCl solution) for 60 seconds,
and the resulting suspension was filled in a Falcon-tube and stored
at 4°C for up to 5 days until further examination.

Human Papillomavirus Detection and Genotyping

All samples were tested for HPV by the PapilloCheck
(Greiner Bio-One [GBO]), which detects and differentiates 24
HPV types. DNA was isolated from SurePath cell suspensions
or mouth washes using the PapilloCheck extraction kit. Polymerase
chain reaction (PCR) was performed with E1 primers that amplify a
350bp fragment, subsequently analyzed by array hybridization
according to the manufacturer's instructions.

In addition, samples from patients of AK (n = 74) were analyzed
with the Roche Linear Array HPV Genotyping/Detection Kit
(Roche, Basel, Switzerland) that detects and differentiates 37
anogenital HPV types. DNA was isolated using Maxwell 16
LEV Blood DNA kit (Promega, WI) on the Maxwell 16 instru-
ment (Promega, WI). Polymerase chain reaction test was per-
formed with L1 primers amplifying a 450bp fragment. Human
papillomavirus types were identified by hybridization with the
Roche Linear Array according to the manufacturer's instructions.

Detailed information regarding DNA isolation, HPV detec-
tion, and typing is provided in the supplemental digital content
(Supplemental Digital Content 1, http:/links.lww.com/LGT/A65).

Interview and Risk Factor Questionnaire

History was taken via interview with a newly designed stan-
dardized questionnaire focusing on demographic characteristics,
tobacco and alcohol use, clinical history of sexually transmitted
diseases, and sexual activity (age at first sexual intercourse, number
of sexual partners ever and in the last 12 months), sexual behaviors
(oral-genital sexual intercourse ever and in last 12 months), and
contraception methods (condom use, oral hormone therapy).

2

Statistical Analysis

Data are presented as means (SD) for continuous data or
counts and percentages for categorical data. Groups were com-
pared using Student's 7 test for continuous outcomes and likeli-
hood ratio %2 tests otherwise.

Role of the Funding Source

This work was supported by Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Germany). Human papillomavirus PCR test were
provided at no costs without restriction to the study protocol.

RESULTS

Study Cohort/Cervical HPV Detection

Two hundred thirty-five women (UKE 155, AK 80) were
included in the study (see Figure 1). Of the 235 patients, 223
(94.9%) received cervical HPV testing, 221 (94.0%) received
brushing of the tonsils, and 146 (62.1%) received an oral lavage.
Of the 223 patients, 207 (92.8%) were HPV+ at the cervix (see
Table 1). In 161 (68.5%) of the screened 235 patients, an HSIL
was histologically confirmed, and 148 (91.9%) were cervically
HPV+; in the remaining patients, no test was performed (n = 8) or
HPV remained negative (HPV—) (n = 5). Of the 161 patients,
143 (88.8%) were HR-HPV+. Of the 143 patients, 8 were ex-
cluded because of missing oral samples (7 = 3) and age older than
45 years (n = 5) resulting in a study cohort of 135 patients with
HR-HPV+ histologically confirmed HSIL. Frequently detected
HPV types were HPV 16 in 71 of these cervical specimens
(52.9%), HPV 31 in 12 (8.9%), HPV 56 in 10 (7.4%), and HPV
51 and 52 each in 9 specimens (6.7%) (multiple naming possible)
(see Figure 2). Ninety-four samples (69.7%) provided only 1 HPV
type, 24 (17.8%) showed 2 HPV types, and 17 (12.6%) detected
more than 2 different HPV types. Of the 135 patients, 4 (2.9%)
had a history of conization, 3 (75%) were cervically HPV 16+,
and 1 (25%) HPV 18+. None of those had an oral HPV infection.

Oral HPV Detection

Altogether, HPV DNA was detected in 6 (4.4%) of the 135
oral specimens of the study cohort (see Figure 1, Table 2). All
of these patients had a cervical and tonsillar smear tested with both
HPV tests, lavage was performed in 3 of the 6 specimens. Results
of testing are displayed in Table 3. In 3 (50%) of the 6 patients, the
same HPV type was detected in the tonsillar and cervical smear
(HPV 16, 35, and 45).

Results of the Questionnaire

Patient characteristics of the study cohort (n = 135) are
displayed in Table 3 with regard to oral HPV detection (see also
Supplemental Digital Content 2, http://links.lww.com/LGT/
A66). As oral HPV infection was detected in only 6 patients, com-
parison of HPV+ and HPV— patients was difficult. The median
age of all patients was 30 (range: 21-45) years. Most patients lived
in a long-term relationship (71.6%) and had had less than 10 life-
time sexual partners. All patients practiced French kissing and
had approximately 15 lifetime oral kissing partners. One hun-
dred percent of oral HPV+ patients compared with 93% of oral
HPV- patients had current oral sex. Fifty seven (42.2%) of oral
HPV— patients were using oral contraception. Approximately
50% of oral HPV+ patients were using condoms. A total of
48.5% of oral HPV— patients reported regular dental consultation
and only 33.3% of oral HPV+ patients (see Table 3).

© 2017, American Society for Colposcopy and Cervical Pathology
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DISCUSSION

In this study, we investigated the oral HPV prevalence in pa-
tients with high-grade dysplasia of the uterine cervix under the as-
sumption that patients with persistent genital HPV infection might
be more susceptible to persistent oral HPV infection dependent on
sexual behavior. Compared with international data, we detected a
relatively low oral HPV prevalence in our cervically HPV+ cohort
of 4.4%. The observed prevalence was similar to that described in
healthy cohorts between 30 and 34 years in the United States.'* To
verify results, we used two different testing methods: all cervical
smears were tested with PapilloCheck and a subset of patients also
received simultaneous testing with Roche Linear Array. Correct-
ness of the low detection rate in oral samples was supported by
completely concordant test results in tonsillar swabs analyzed by
the two HPV PCR assays. Interestingly, recent German studies
with smaller case numbers (using only 1 HPV test method) re-
ported similar low oral prevalence rates between 3% and 5.7%
in women screened for cervical HPV infection without evidence
of OSCC or CC (brushing or rinse, all PCR testing)'**° (see
Table 4). Generally, there might be an underestimation of the true
oral HPV prevalence because of fluctuating patterns of HPV

TABLE 1. Human Papillomavirus Detection Rates in the
Screened Cohort (N = 235)

Tonsillar smear Cervical smear Oral lavage

HPVany type®  (n=221) (n=223) (n = 146)
HPV- 215 (97.3) 16 (7.2) 141 (96.6)
HPV+ 6(2.7) 207 (92.8) 5(34)

Data are presented as n (%)
HPV indicates human papillomavirus.
“PapilloCheck, Roche Linear Array.

infection, few HPV types detected (test were designed to detect
HPV types associated with anogenital infection), possible sampling
errors when taking samples (0.5-1.51 of saliva in the oral cavity
may dilute the HPV signal), and last but not least the microenviron-
ment of mouth might impede detection.”> In our study, only
3 patients showed concordant HPV types in tonsillar and cervical
smears. Autoinoculation might be a possible way of transmission,
but the little number of cases does not allow any conclusion, and

Screened cohort
n=235 (100%)

_ N

Cervical Cytobrush
n=223 (94.9%)

/\

HPV-
n=16 (7.2%)

Tonsillar swab Oral lavage
221 (94.0%) n=146 (62.1%)

! |

Cervical HPV+ HSIL

| n=207 (92.8%) n=161 (68.5%)

Oral HPV+
n=10 (4.5%, all hrHPV+)

Missing '
samples n=8
Hest?l(s were HSIL, HPV+
negative n=5 n=148 (91.9%)

:
HSIL, HR HPV+

n=143 (88.8%)

Missing oral
samples n=3,
age > 45 years
n=5

Study cohort
HSIL, HR HPV+,
n=135 (57.4%)

Most frequently
detected HPV types:
HPV 16 (52.9%)
n=71*

HPV 31 (8.9%)
n=12*

HPV 56 (7.4%)
n=10 *

HPV 51, 52 (6.7%)
n=9*

4 not fitting inclusion
criteria (no HR HPV
+HSIL)

Study cohort
Oral HPV+
n=6 (4.4%)

Oral lavage HPV+
n=1 (1.4%)

HPV 16
n=1 (16.7%)

Tonsillar HPV+
n=6 (6.1%)

HPV 16 (33.3%)
n=3*

HPV 35 (16.7%)
n=1*

HPV 45 (16.7%)
n=1*

HPV 52 (16.7%)
n=1*

HPV 82 (16.7%)
n=1*

FIGURE 1. Patient flow diagram showing HPV status and CIN status in screened cohort (n = 235) and study cohort (n = 135).

© 2017, American Society for Colposcopy and Cervical Pathology
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HR- and LR-HPV subtype of the cervix uteri

Patients (absolute)
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FIGURE 2. Human papillomavirus (HPV) type distribution among the cervical swab. The graph depicts the distribution of genital HPV types
found in the cervix of the study cohort. High-risk HPV is represented with red bars, and low-risk HPV is shown in green bars. Multiple

namings possible.

our questionnaire did not ask for autoinoculation in detail. Previous
studies of Smith et al.'® (2004) and Saini et al.>® (2010) showed that
autoinoculation is generally uncommon. Because risk factors for
HPV+ OSCC are assumed to be similar to risk factors in CC, a
widely discussed way of transmission is oral sex. In contrast to
the impression given in published unscientific media, there is only
a poor level of evidence to prove the hypothesis that oral sex is the
vector for transmission of HPV from uterine cervix to oral cavity,
because 40% of OSCC patients have less than 3 lifetime sexual
partners and 8% to 40% have no history of oral sexual con-
tact.'>>! We could not demonstrate a correlation to sexual behav-
ior in our study cohort except that all oral HPV+ patients had
practiced oral sex before. Brown et al.>% and Giraldo et al.>* sim-
ilarly reported that only 7.6% of women who practiced oral sex
had oral HPV.

So far, there are only few studies that focused on transmis-
sion and concordance of HPV infection of cervix and oropharynx
in women. In one older study of Kellokoski et al.2> (1992), HPV+
women received biopsies from clinically normal buccal mucosa,
which were analyzed with PCR and southern blot hybridization
for HPV. Oral HPV prevalence was relatively high with 15.6%
(PCR) and 29.4% (southern blot hybridization). The group con-
cluded that oral HPV infections are surprisingly common, but
similar to the genital tract, the virus seems to cause clinically latent
infections in most cases. Termine et al.”® conducted a meta-
analysis of the literature in 2011 with regard to oral HPV infection

in women with cervical HPV infection. The pooled prevalence of
oral HPV infection was high with 18.1% (95% CI = 10.3-25.3)
and 27.2% in women with HIV infection (95% CI = 22.1-32.2)
including a large interstudy variation.?® Included studies based
on oral brushing reported a higher oral prevalence with 19.9% ver-
sus 15.3%.%® The group also found a 27% (95% CI = 12.3-41.7)
concordance of HPV types orally and cervically, although 4 suffi-
ciently large studies did not find identical HPV types in oral and
cervical samples (see Table 4),21723:20:27:29.33

Another natural way of transmission might be the vertical
transmission of HPV from mother to fetus. Indeed, up to 80% of
neonates born to women with genital HPV have HPV DNA
detectable in their nasopharyngeal aspirate or oral mucosa, and
this may persist for months or years.>*>’ Up to date, little is
known about the clinical significance of HPV detection in neo-
nates; what happens in case of a reactivation in times of immuno-
suppression or how such infections can be prevented by
vaccination or secondary prevention. The HPV Family Study in
Finland was a prospective cohort study assessing the dynamics
of HPV transmission between parents and infants.*” Persistent
cervical HR-HPV was shown to be a significant risk factor for in-
fant oral HPV, whereas maternal oral HR-HPV at 6 months was a
risk factor for infant genital HPV. However, the mechanisms of
HPV transmission are highly complex and associated with the de-
velopment of the infant's own immune system during the first
months of life.” A further point might be dental hygiene.

TABLE 2. Human Papillomavirus Types Detected in Oral Samples of the Study Participants When Positive (n = 6) With Regard to

Cervical HPV Types

HPV type Oral detection
Oral lavage Tonsillar Tonsillar HPYV detection in

Cervical detection any test” Oral lavage GBO” smear any” smear GBO* tonsillar smear Roche”
51 16 16 16 Negative ND

16 0 0 82 82 ND

16 ND ND 16 16 16

18,45 ND ND 45 45 45

35,52 ND ND 35 35 35

16, 42 0 TLSM 52 52 ND

Bold values indicate significant findings.

HPV indicates human papillomavirus; GBO, Greiner Bio-One; ND, not done; TLSM, insufficient sample material.

“PapilloCheck.
"Roche Linear Array.

© 2017, American Society for Colposcopy and Cervical Pathology
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TABLE 3. Patient Characteristics With Regard to Oral HPV Infection (n = 135)

HPV orally negative HPV orally positive
Characteristics n=135,% (n=129), % n=26), % Vs
Age,y .639
Mean (SD) 31.6 (5.9) 31.7 (5.8) 30.5(7.4)
Median (range) 30 (21-45) 30 (21-45) 28 (25-45)
Relationship and sexual behavior
Age at first sexual intercourse .549
Mean (SD) 164 (2.2) 164 (2.2) 15.8 (1.8)
Median (range) 16 (12-25) 16 (12-25) 16 (14-19)
Solid relationship 124
No 25 (18.5) 24 (18.6) 1(16.7)
Yes 63 (46.7) 61 (47.3) 2(333)
Unknown 47 (34.8) 44 (34.1) 3(50.0)
No. sexual partner last 12 mo 249
No. patients (% valid)b 71 (52.6) 68 (52.7) 3(50.0)
Mean (SD) 1.2(0.7) 1.2 (0.7) 1.7 (0.6)
Median (range) 1(0-4) 1(0-4) 2(1-2)
French kissing
Yes 71 (52.6) 68 (52.7) 3(50.0) .897
Unknown 64 (47.4) 61 (47.3) 3(50.0)
Lifetime partner 996
Mean (SD) 15.0 (10.7) 15.0 (10.9) 15.0 (5.0)
Median (range) 15 (1-60) 14 (1-60) 15 (10-20)
Last 12 mo 423
Mean (SD) 1.5(1.7) 1.5(1.8) 23(1.5)
Median (range) 1(0-13) 1(0-13) 2(1-4)
Oral sex
Current oral sex 357
No 9(6.7) 9(7.0) 0(0.0)
Yes 126 (93.3) 120 (93.0) 6 (100.0)
Lifetime partner
No. patients (% valid) 71 (52.6) 68 (52.7) 3(50.0)
Mean (SD) 5.1(5.9) 5.2(6.0) 3.7(1.2) 659
Median (range) 3(0-25) 3(0-25) 3(3-5)
Partners last 12 mo
No. patients (% valid)” 71 (52.6) 68 (52.7) 3(50.0)
Mean (SD) 1.0 (0.7) 1.0 (0.7) 1.0 (1.0) 914
Median (range) 1(0-4) 1(0-4) 1(0-2)
Oral sex/mo
Mean (SD) 1.0 (0.6) 1.0 (0.6) 0.8 (0.4) .583
Median (range) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-1)
Oral hormones .093
No 56 (41.5) 51(39.5) 5(83.3)
Yes 76 (56.3) 75 (58.1) 1(16.7)
Unknown 3(22) 3(23) 0(0.0)
Oral hygiene
Dentist consultation 077
No 8(5.9) 6(4.7) 2(33.3)
Yes, 1x/y 29 (21.5) 29 (22.5) 0(0.0)
22x/y 34(252) 33(25.6) 1(16.7)
Unknown 64 (47.4) 61 (47.3) 3(50.0)
HPV indicates human papillomavirus.
“Groups were compared using Student ¢ test for continuous outcomes and likelihood ratio x tests otherwise.
"Data available only in UKE.
© 2017, American Society for Colposcopy and Cervical Pathology I'5
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TABLE 4. Studies on Oral HPV Infection in Women With Concordant Cervical HPV Infection

‘Women with Simultaneous ‘Women with the
genital HPV Oral HPV DNA Oral Oral oral/cervical same HPV type at oral
Reference Country infection, n pling method d ing method HPV+ HPYV, % HPYV infection and cervical sites, n (%)
Badaracco Italy 10 Swab PCR 5 50 3 30.0
etal?!
Castroetal”  Brazil 17 Swab PCR 0 0.0 0 0.0
Fakhry etal”  United 35 Swab PCR 5 143 0 0.0
States
Fakhry et al®”  United 110 Rinse PCR 32 29 14 127
States
Giraldo etal®®  Brazil 70 Swab PCR 16 23 NR 0.0
Kellokogki Finland 309 Swab DBH 12 3.9 3 1.0
etal.”
Marais et al. > South 34 Swab PCR 9 265 5 147
Africa
Marais et al.”®  South 64 Swab PCR 16 25 0 0.0
Africa
Meyer et al.'®  Germany 70 Swab PCR 4 5.7 1 14
Termine etal.”’  Italy 76 Swab PCR 2 2.6 0 0.0
Termine et al ™ Italy 98 Rinse PCR 14 143 3 3.1
Smith etal>*  United 165 Rinse PCR 6 3.6 0 0.0
States
Uken et al®®  Germany 101 Swab PCR 3 3 2 20

HPV, human papillomavirus; NR, not specifically reported in the paper; PCR, polymerase chain reaction; DBH, dot blot hybridization.
“Only Smith et al.,>” Meyer et al.,'” and Uken et al.>” collected partner samples in the partners oropharynx as well.

PHIV positive.

Although the numbers are too small to draw definitive conclu-
sions, 48.1% of oral HPV— patients in our study report regular
dental consultation but only 16.7% of oral HPV+ patients. A study
published in Cancer Prevention Research 2013 (n = 3.439; age =
30-69 years) found that people with poor oral health are at in-
creased risk of being infected by oral HPV, irrespective of other
known risk factors for oral HPV infection, including tobacco
use and having multiple oral sex partners.*® They postulate that
bad oral hygiene (with resulting ulcers, mucosal disruption, or
chronic inflammation) increases the susceptibility to HPV infec-
tion and that good oral hygiene maintains good oral health. In
2015, another study was conducted by Bui et al.>® to examine
self-reported oral health, oral hygiene, and oral HPV infection in
at risk women (n = 126; age = 1845 years; oral rinse) in
Vietnam. Ultimately, one of the most interesting questions for future
research will be the oral HPV status of the sexual partners of af-
fected women. So far, there are only 3 studies, 2 conducted in
Germany, with concurrent oral testing of male partners.'*2°?* None
showed a significant concordance with female cervical and/or oral
HPV infection. Smith et al.>® tested 68 male partners of pregnant
women with a history of HPV+ cervical smear. Via oral rinse tech-
nique 5.9% of the men were tested positive for oropharyngeal HPV
infection. None of the infected men had female partners who were
concurrently infected in either the oral or genital area. Uken et al.>®
tested 60 sexual partners of women with cervical dysplasia. One
hundred one women were cervically HPV positive. Only 3 (3%)
of 101 women were also tested HPV+ in the oropharynx. Of the
60 (60%) of 101 women, the sexual partner could be tested for oral
HPYV infection, with a positive result in 3 (5%) of the 60 women. In
only 1 case, a concordant HPV type between female cervix and
male oropharynx (HPV 16) was observed. In line with our results,
Uken et al.2® concluded that oral HPV prevalence in women with
HPV-related dysplasia of the cervix seems to be low and that sex-
ual transmission to the oropharynx by oral-genital sex or by
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autoinoculation is seldom. A possible explanation for the lack of cor-
relation between genital and oral HPV infection could be different
mechanism of virus clearance dependent on the squamous cell
area.'”*? Although the incidence of HPV-related OSCC is rising in
both sexes, men are more often affected than women.*° The reasons
for the different dynamics in the incidence are not fully clear.*' Pos-
sible explanations might be other biological factors contributing to
the increased incidence in men or a protective effect of previous cer-
vical HPV infection in women.*' Because HPV is nowadays the most
common cause for OSCC, oral HPV infection has become a focus of
intensive research. Otorhinolaryngologists search for suitable screen-
ing tests analogous to CC. However, little is still known about the bi-
ology of HPV-associated OSCC. More data are necessary to improve
our understanding of viral transmission to the oral mucosa, natural
course of those infections, HPV-related oral carcinogenesis, and fac-
tors driving concomitant oral and genital HPV infection in both sexes.

CONCLUSIONS
Our data suggest that HPV transmission from cervix to oro-
pharynx with resulting persistent HPV infection of the oropharynx
is a rare event. Simultaneous testing of oropharyngeal HPV infec-
tion in women with cervical dysplasia does not seem promising as
a screening strategy for OSCC.
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2. Einleitung

Humane Papilloma Viren (HPV) sind weit verbreitet und gehéren zu den haufigsten
sexuell Ubertragbaren Infektionen weltweit (Bernard, 2005, Burd, 2003, Wittekindt et
al., 2011). Sie umfassen eine Gruppe von fast 200 miteinander verwandten DNA-
Viren, von denen einige eine zentrale Rolle bei der Entstehung von
Krebserkrankungen an Vulva, Vagina, Zervix, Penis, Analbereich und im Oropharynx
spielen (Giuliano et al., 2015). Die entscheidende Bedeutung von HPV bei der
Entstehung von Zervixkarzinomen ist seit langem bekannt und in zahlreichen Studien
und molekularbiologischen Untersuchungen erforscht (zur Hausen, 1999, Gillison et
al., 2012b). Man unterscheidet high-risk (HR) HPV-Typen mit hohem onkogenen
Potential und low-risk (LR) HPV Typen mit niedrigem onkogenen Potential (Parkin
and Bray, 2006, de Villiers, 2013, zur Hausen, 2002). Insbesondere den HPV-Typen
16 und 18 wird eine hohe onkogene Potenz zugeschrieben. Sie sind fur Gber 70%
der Zervixkarzinome verantwortlich (de Martel et al., 2017). Das Lebenszeitrisiko
einer genitalen HPV-Infektion liegt bei Frauen bei etwa 75% (Koutsky, 1997). In
Deutschland zeigte sich fur HPV 16, dem haufigsten Genotyp, eine Pravalenz von
38,1 % bei Frauen zwischen 20 und 25 Jahren (Delere et al., 2014). Die meisten
Infektionen bleiben inapparent und heilen innerhalb von 2 Jahren folgenlos aus. 10-
40% der genitalen Infektionen persistieren und kénnen zu hochgradigen zervikalen
intraepithelialen Lasionen (HSIL) fihren. Unbehandelt entsteht daraus in 12-70% der
Falle ein invasives Zervixkarzinom (Chan and Berek, 2007). Mittlerweile ist auch
bekannt, dass ein Teil der Plattenepithelkarzinome des Oropharynx (oral squamous
cell carcinoma, OSCC) durch eine HPV-Infektion induziert wird (Chang et al., 1991,
Wittekindt et al., 2011, Candotto et al., 2017). Die Entstehung der HPV-positiven
OSCC scheint dabei weitestgehend unabhangig von den bekannten Noxen wie
Nikotin oder Alkohol zu sein. Wahrend in den 80er Jahren die Inzidenz der OSCC
aufgrund des abnehmenden Nikotinabusus zunachst zu sinken schien, kam es im
Verlauf dennoch zu einem deutlichen Anstieg der Inzidenz der OSCC (Sturgis and
Ang, 2011). Hervorgerufen wurde dieser Anstieg durch die drastische Zunahme der
Inzidenz HPV-assoziierter OSCC, wohingegen die Inzidenz HPV-negativer OSCC
tatsachlich zu gleicher Zeit um 50% sank (Sturgis and Ang, 2011, Chaturvedi, 2012,
Deschler et al., 2014, Young et al.,, 2015). Bezlglich der Pravalenz von HPV-
Infektionen des Oropharynx zeigen sich weltweit grole Schwankungen (Canadas et
al.,, 2004, de Martel et al., 2017). Eine Studie zu weltweiten HPV Infektionen zeigt
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eine HPV Assoziation bei 30% der OSCC (de Martel et al.,, 2017). Studien aus
Australien, der USA und ltalien geben eine Pravalenz zwischen 2,3% und 7,3% an
(Antonsson et al., 2014, D'Souza et al., 2017, McQuillan et al., 2017, Lupato et al.,
2017). Bei in Deutschland durchgefuhrten Studien liegt der Prozentsatz der HPV-
positiven OSCC bei 20-60% (Hoffmann et al., 2012, Holzinger et al., 2012, Wittekindt
et al., 2012, Quabius et al., 2015). Eine systematische Ubersichtsarbeit schloss 18
Studien ein und untersuchte die orale HPV-Pravalenz von 4581 gesunden
Probanden zwischen 3 und 85 Jahren. Die Pravalenz einer HPV-Infektion betrug
4,5%. Bei 3,5% war ein onkogener HPV-Typ nachweisbar. Ein signifikanter
geschlechtsspezifischer Unterschied wurde nicht festgestellt, bei einer Pravalenz von
4,6% bei Mannern zu 4,4% bei Frauen. Der am haufigsten nachweisbare HPV-Typ
war hier HPV 16 mit einer Pravalenz von 1,3% (Kreimer et al., 2010, Termine et al.,
2011). Am haufigsten durch eine HPV-Infektion betroffene orale Strukturen sind der
Zungengrund und die Tonsillen (Wittekindt et al., 2012, de Martel et al., 2017).
Ahnlich wie bei den zervikalen HPV-Infektionen verlaufen auch viele orale HPV-
Infektionen transient (Edelstein et al., 2012, Brouwer et al., 2022). Die HPV Infektion
als Ursache fur die Entstehung von OSCC ist Gegenstand intensiver Forschung
(Fakhry et al., 2006, Termine et al., 2009, Gillison et al., 2012a). Bisher gilt nur die
Rolle von HPV in der Karzinogenese der OSCC als wissenschaftlich belegt, wahrend
die genauen Ubertragungswege und Infektionsmechanismen noch weitestgehend
unklar sind. Beim Zervixkarzinom sind diese bereits bekannt (Green et al., 2003).
Maoglicherweise spielen bei der Entstehung von OSCC, ahnliche Risikofaktoren eine
Rolle, wie beim Zervixkarzinom. Ein Zusammenhang von genitalen und
oropharyngealen HR-HPV Infektionen wird diskutiert. Vor allem bestimmtes
Sexualverhalten, ein entscheidender Risikofaktor beim Zervixkarzinom, konnte auch
bei der Entstehung von HPV- assoziierten OSCC entscheidenden Einfluss haben
(Smith et al.,, 2004a, D'Souza et al., 2009, Herrero et al., 2003). Verschiedene
Studien deuten drauf hin, dass bestimmte sexuelle Praktiken wie Oralsex oder oral-
analer Kontakt sowie verschiedene sexuelle Verhaltensweisen, z.B. eine hohe
Anzahl an verschiedenen Sexualpartnern, dazu fuhren konnten, dass HPV in den
Oropharynx Ubertragen wird (Smith et al., 2004a, D'Souza et al., 2009, Martin-
Hernan et al., 2013, Dalla Torre et al., 2016). Die steigende Anzahl an HPV-
Infektionen im Oropharynx ist also moglicherweise durch sich andernde
Sexualpraktiken und Promiskuitat begrindet (Smith et al., 2004a, Martin-Hernan et
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al., 2013). Die Transmission von HPV in den Oropharynx, sowie die Bedingungen
und Faktoren, die zu einer persistierenden Infektion und maligner Entartung fuhren
sind bisher nicht ausreichend bekannt. Unklar ist bisher auch, mit welcher Methode
sich eine orale HPV-Infektion optimal nachweisen lasst. Angesichts der steigenden
Inzidenz HPV-assoziierter OSCC sind epidemiologische Daten Uber Risikogruppen
fur persistente HR-HPV Infektionen des Oropharynx hochgradig relevant. Ein
naheliegender Ansatz dabei ist die Analyse der Kopravalenz oropharyngealer HPV-
Infektionen bei Frauen mit bereits manifester zervikaler HPV-Infektion. Deshalb
untersuchten wir die orale HPV-Pravalenz bei Patientinnen mit HR-HPV-Positivitat
und HSIL unter der Annahme, dass Frauen mit anhaltender genitaler HPV-Infektion,
abhangig vom Sexualverhalten, auch anfalliger fur eine persistierende orale HPV-
Infektion sind. Um verschiedene Nachweismethoden dabei vergleichen zu kénnen,

nutzten wir einen Tonsillen Abstrich und eine orale Lavage.

3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Das Studiendesign umfasst eine Querschnittsstudie, die in Zusammenarbeit des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) und der Asklepios Klinik Hamburg
Altona durchgefuhrt wurde. Der Erfassungszeitraum lag zwischen Februar 2014 und
Juni 2015. Patientinnen, die wegen eines auffalligen zytologischen Befundes in die
Dysplasiesprechstunden beider Kliniken kamen, erhielten eine Bestimmung des
zervikalen und des oropharyngealen HPV-Status. Die Kohorte des UKE erhielt
zusatzlich eine orale Lavage um die beiden Methoden zu vergleichen. Alle
Patientinnen wurden anhand eines Fragebogens zu klinischen, therapeutischen,
demographischen Daten und weiteren Risikofaktoren befragt. Vor Einschluss in die

Studie wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung von jeder Patientin eingeholt.
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3.2 Patientenkollektiv

Einschlusskriterien der Studie waren eine HR-HPV-Positivitat und HSIL und ein Alter
zwischen 18 und 45 Jahren. Zu den Ausschlusskriterien gehorten nicht HPV-
bedingte Erkrankungen der Vulva, Vagina und Zervix, Malignomerkrankungen der
Zervix, Schwangerschaft und eine stattgehabte Tonsillektomie, ein Alter unter 18 und
uber 45.

3.3 Klinische Proben

Die Proben zur Testung des HPV-Status der Zervix wurden mit Hilfe einer Cytobrush
(Gynobrush®; Heinz Herenz, Hamburg, Germany) von Endozervix und Ektozervix
genommen. Der oropharyngeale HPV-Status wurde mittels eines PapCone® (Otto
Bock PUR Life Science GmbH, Duderstadt, Germany) gewonnen. Dazu wurde ein
PapCone® jeweils auf der rechten und linken Seite im Bereich der Tonsillen 5-10-
mal auf der Mukosa vor und zuruckgestrichen. Das Material wurde anschliel3end in
Sure Path FlUssigkeit® (Becton Dickinson Co.®, Franklin Lakes, NJ) konserviert. Die
Aufbewahrung bis zur Testung im Labor erfolgte bei 4°C im Kuhlschrank. Bei einer
Untergruppe von Patientinnen (n=71) wurde eine orale Lavage durchgefiihrt, um die
Erkennungsraten von HPV-DNA zwischen Lavage und Abstrich vergleichen zu
konnen. Fur die Gewinnung der oralen Lavage gurgelten die Patientinnen 60
Sekunden lang mit 10ml 0,9% NaCl-Lésung, die nachfolgend in einem Falcon-
Rohrchen bei 4°C im Kuihlschrank kurzfristig gelagert und dann im Labor analysiert

wurde.

3.4 HPV-Detektion und Genotypisierung

Die Testung der Proben dieser Studie auf HPV erfolgte sowohl bei den zervikalen als
auch bei den oralen Proben mit dem PapilloCheck® (Greiner Bio-One [GBOQ]),
welcher 24 verschiedene HPV-Typen erkennen und differenzieren kann. Die
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde mit E1 Primern durchgeflhrt, die ein
350bp-Fragment amplifizieren, das anschlieRend durch Array-Hybridisierung gemaf
den Anweisungen des Herstellers analysiert wurde. Die zervikalen und oralen
Proben aus der Asklepios Klinik Altona wurden zusatzlich mit dem Roche Linear
Array® HPV Genotyping/Detection Kit (Roche, Basel, Schweiz) getestet. Dieser Test
kann 37 HPV-Typen erkennen und differenzieren. Die DNA-Isolation erfolgte dort
mittels Maxwell 16 LEV Blood DNA kit® (Promega, WI) und dem Maxwell 16
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Instrument® (Promega, WI). Die PCR wurde mit L1 Primern durchgefuhrt, die ein
450bp Fragment amplifizieren, das anschlieBend mit dem Roche Linear Array®
durch Array- Hybridisierung gemaf} den Vorgaben des Herstellers analysiert wurde.

3.5 Fragebogen

Die Befragung der Patientinnen erfolgte anhand eines standardisierten Fragebogens.
Dieser wurde neu entwickelt und erfasste neben demographischen Daten,
Informationen zu Risikofaktoren (zum Beispiel Rauchen, Alkoholkonsum), zur
Sexualanamnese (Alter beim ersten Geschlechtsverkehr, Anzahl der Sexualpartner
insgesamt und in den letzten 12 Monaten, sexuell Ubertragbare Erkrankungen in der
Anamnese) sexuellem Verhalten (Haufigkeit des oral-genitalen Sexualverkehrs
insgesamt und in den letzten 12 Monaten) sowie zu verwendeten

Verhutungsmethoden.

3.6 Datenbank und Datenbankmanagement

Patientinnen, die fur die Studie in Frage kamen, wurden im Anschluss an den
Besuch der Dysplasiesprechstunden uber die Studie mudndlich und schriftlich
aufgeklart. Dabei wurden Inhalte und Ziele aufgezeigt und dargelegt, dass die
erhobenen Daten der Schweigepflicht und den datenschutzrechtlichen
Bestimmungen unterliegen. Erst nach geleisteter Unterschrift wurde die Befragung
durchgefuhrt und die Abstriche der Tonsillen genommen sowie gegebenenfalls eine
Lavage gemacht. Zur Auswertung wurden die erhobenen Daten, bestehend aus
histologischen und zytologischen Befunden, dem HPV-Status und den Ergebnissen
des Fragebogens dokumentiert und gespeichert. Vor der statistischen Auswertung
wurden die Daten auf ihre Vollstandigkeit, Korrektheit und Plausibilitat gepruft. Die
statistische Analyse erfolgte bei Gruppen mittels des Student’'s t-Test bei
kontinuierlichen Ergebnissen, sowie dem Wahrscheinlichkeits-Verhaltnis-Test x2.
Daten wurden als Mittel (SD) fur kontinuierliche Daten oder Zahlungen und
Prozentsatze fur kategorische Daten dargestellt.

3.7 Kosten und Sponsoring

Unterstitzt wurde die Studie von Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Germany).
Die PCR-Testung auf HPV wurde kostenfrei zur Verfligung gestellt. Greiner Bio-One
GmbH hatte keinen Einfluss auf die Durchfihrung oder die Ergebnisse der Studie.
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4. Ergebnisse

4.1 Studienkohorte und Zervikale HPV-Erkennung

235 Frauen wurden fur die Studie gescreent. Davon waren 155 aus dem UKE und 80
aus der AK Altona rekrutiert worden. Von den 235 Patientinnen erhielten 223 (94,9%)
einen zervikalen HPV-Test. 221 (94,0%) Frauen bekamen einen Abstrich der
Tonsillen mittels PapCone® und 146 (62,1%) erhielten zusatzlich eine Mundspulung.
Von den 223 Patientinnen, die einen zervikalen HPV-Test erhielten, wurden 207
(92,8%) HPV-positiv getestet. Ein HSIL wurde bei 161 (68,5%) der getesteten 235
Patientinnen histologisch bestatigt, 148 (91,9%) hatten zusatzlich einen positiven
zervikalen HPV-Test. Bei den verbleibenden Patientinnen wurde kein Test
durchgefihrt (n = 8) oder der HPV-Test fiel negativ aus (HPV-) (n = 5). Bei 143
(88,8%) der 161 Patientinnen, wurden HR-HPV-Typen festgestellt. Hier mussten 8
Patientinnen der 143 ausgeschlossen werden, da orale Spulproben (n = 3) fehlten
oder ein Alter Uber 45 Jahren (n = 5) angegeben wurde. Daraus ergab sich eine
Kohorte von 135 Studienteilnehmerinnen, die HR-HPV positiv waren, eine
histologisch bestatigte HSIL aufwiesen und auch die weiteren Einschlusskriterien
zeigten. Haufig bestatigte HPV-Typen dieser Studienkohorte waren HPV 16 in 71
dieser zervikalen Proben (52,9%), HPV 31 in 12 (8,9%), HPV 56 in 10 (7,4%) und
HPV 51 und 52 jeweils in 9 Proben (6,7%). Bei 94 der Proben (69,7%) wurde nur ein
HPV Typ erkannt, 24 (17,8%) zeigten 2 HPV-Typen und 17 (12,6%) mehr als 2
verschiedene HPV-Typen. Eine Konisation in der Anamnese gaben 4 (2,9%) der 135
Studienteilnehmerinnen an. Von diesen 4 Patientinnen konnte bei 3 (75%) ein HPV-
Typ 16 nachgewiesen werden und bei einer (25%) ein HPV-Typ 18. Keine der
Patientinnen, die eine Konisation angaben, hatte eine orale HPV-Infektion. Die
beiden verwendeten HPV-Tests (PapilloCheck®, Greiner Bio-One [GBO] und Roche
Linear Array® HPV Genotyping/Detection Kit, Roche, Basel, Schweiz) zeigten dabei

ubereinstimmende Ergebnisse.

4.2 Oraler HPV-Status

In der Studienkohorte mit 135 Teilnehmerinnen, die HR-HPV positiv waren und eine
histologische bestatigte HSIL hatten, konnte HPV-DNA bei 6 (4,4%) Patientinnen in
den oralen Proben nachgewiesen werden. Von diesen 6 hatten 3 zusatzlich zum

Tonsillen Abstrich eine orale Spullung erhalten. HPV konnte nicht haufiger
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nachgewiesen werden, wenn Abstrich und Mundspullésung kombiniert wurden. Nur 3
Patientinnen zeigten sowohl in den oralen Proben als auch im Zervixabstrich positive
Ergebnisse fir den gleichen HPV-Typ (HPV-Typ 16, 35 und 45).

4.3 Auswertung des Fragebogens

Die Auswertung des Fragebogens ergab folgendes Bild: Das mediane Alter der
Patientinnen betrug 30 (21-45). 70,6% der Patientinnen lebten in festen Beziehungen
und hatten bisher in ihrem Leben nicht mehr als 10 Sexualpartner. Alle praktizierten
regelmalig Zungenkusse und hatten in Ihrem Leben bisher etwa 15 verschiedene
Kusspartner. Da nur 6 Patientinnen oral HPV positiv getestet wurden, gestaltete sich
der Vergleich der Ergebnisse zwischen HPV positiven Patientinnen und HPV
negativen Patientinnen schwierig. 100% der oral HPV positiven Patientinnen
praktizierten aktuell Oralsex. Im Gegensatz dazu lag die Prozentzahl bei den HPV
negativ getesteten Patientinnen etwas niedriger bei 93%. Etwa die Halfte der oral
HPV positiv getesteten Patientinnen verwendete Kondome beim Oralsex. Eine
regelmalige zahnarztliche Kontrolle oder Beratung gaben 16,7% der oral positiv
getesteten Patientinnen im Gegensatz zu 48% der oral HPV negativ getesteten

Patientinnen an.

5. Diskussion

Wir untersuchten in dieser Studie die orale HPV-Pravalenz bei Patientinnen mit
hochgradiger zervikaler Dysplasie des Gebarmutterhalses unter der Annahme, dass
Patientinnen mit  persistenter zervikaler = HPV-Infektion, abhangig vom
Sexualverhalten, gefahrdeter fur eine anhaltende orale HPV-Infektion sein kdnnten.
Mit 4,4% (6/135) zeigte sich im internationalen Vergleich eine niedrige orale HPV-
Pravalenz in unserer zervikalen HPV positiven Kohorte. Wir verwendeten dabei fur
einen Teil der Kohorte zwei verschiedene Tests um die Ergebnisse Uberprufen und
vergleichen zu konnen. Fur alle zervikalen Proben verwendeten wir den
PapilloCheck® und zusatzlich erhielt eine Untergruppe Tests mit dem Roche Linear
Array®. Auch die oralen Proben wurden mit beiden HPV-PCR-Tests Uberpruft. Die
Korrektheit der niedrigen Erkennungsraten in den oralen Proben wird durch die
vollstandig Ubereinstimmenden Testergebnisse der beiden HPV-PCR-Assays
unterstutzt. Unsere Ergebnisse glichen der HPV-Pravalenz einer Studie aus den
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USA, die eine Kohorte von gesunden Studienteilnehmerlnnen im Alter von 30 bis 35
Jahren untersuchte (Gillison et al., 2012a) Auch jingere Studien in Deutschland
zeigten niedrige orale Pravalenzraten zwischen 3% und 5,7%. Die Studienkohorten
hatten kleinere Fallzahlen und beinhalteten Frauen, die keine Anzeichen fir ein
Zervixkarzinom oder ein OSCC hatten. Sowohl fur die zervikalen als auch fur die
oralen Proben wurde nur ein HPV-Test benutzt (Meyer et al., 2014, Uken et al.,
2016). Auch wenn diese Studien und unsere Studienergebnisse eine niedrige HPV-
Pravalenz aufweisen, konnte die wahre orale Pravalenz allgemein hoher liegen. Die
Grunde dafur konnten schwankende Muster der HPV-Infektion oder mogliche
Stichprobenfehler bei der Probenentnahme sein, sodass z.B. der Speichel im Mund
zu einer Verdunnung fuhrt und somit abschwacht. Aullerdem konnten die Tests
selbst zu einer Verfalschung fuhren, da sie vor allem zur Detektion von anogenitalen
HPV-Infektionen entwickelt wurden und die oralen Infektionen moglichweise
vorherrschend mit anderen HPV-Typen stattfinden. Zuletzt konnte auch die
Mikroumgebung des Oropharynx die HPV-Erkennung beeinflussen oder behindern
(Kellokoski et al., 1992). Die Ergebnisse unserer Studie zeigten nur drei
Patientinnen, die konkordante HPV-Typen in den Zervix- und Tonsillarproben
vorwiesen. Eine Schlussfolgerung beziglich der mdglichen Ubertragungswege ist
aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht moglich. Verschiedene Moglichkeiten der
Ubertragung werden diskutiert. Eine Méglichkeit der Ubertragung ist Autoinokulation,
also eine Selbstinfektion durch Keimverschleppung. Allerdings zeigten fruhere
Studien von Smith et al. (Smith et al., 2004a) und Sahini et al. (Saini et al., 2011),
dass Autoinokulation ein eher seltenes Ereignis zu sein scheint. Unser Fragebogen
hat die Autoinokulation nicht erfragt. Die Ahnlichkeit der Risikofaktoren fir HPV
positive OSCC und Zervixkarzinome fiihren zu der Annahme, dass die Ubertragung
von HPV in den Oropharynx Uber Oralsex erfolgen kdnnte. Allerdings gibt es kaum
wissenschaftlich fundierte Beweise dafir, dass die Ubertragung von HPV in den
Oropharynx tatsachlich Gber Oralverkehr geschieht. Gegen die Hypothese, dass
Oralsex als Vektor fur die Ubertragung von HPV in die Mundhohle dienen kann,
spricht, dass 40% der Patienten mit OSCC weniger als 3 verschiedene
Sexualpartner in ihrem Leben hatten und 8% bis 40% Uberhaupt keinen Oralsex
praktizierten (Smith et al., 2004a, Gillison et al., 2008). Auch in unserer Studie
konnten wir keinen Hinweis fur eine Korrelation zwischen oraler HPV-Infektion und

praktiziertem Oralsex erbringen, mit der Ausnahme, dass alle unserer HPV positiv
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getesteten Patientinnen angaben, Oralsex zu praktizieren. Andere Studien zeigen
ahnliche Ergebnisse. Brown et al. (Brown et al., 2011) und Giraldo et al. (Giraldo et
al., 2006) zeigten, dass nur 7,6% der Frauen, die angaben Oralsex zu praktizieren,
oral HPV positiv getestet werden konnten. Es gibt bisher kaum Studien, die sich auf
die Ubertragung und das gleichzeitige Auftreten von HPV der Zervix und des
Oropharynx konzentrieren. Es gibt keine Studien, die die Art der Ubertragung von
HPV in den Mundraum eindeutig beweisen konnen. Eine altere Studie wurde 1992
von Kellokoski et al. (Kellokoski et al., 1992) durchgeflihrt. Die Gruppe untersuchte
Frauen, die zervikal HPV positiv getestet wurden. Sie entnahmen Proben der
Mundschleimhaut und untersuchten diese mittels PCR und Southern Blot
Hybridisation auf HPV. Das Ergebnis zeigte mit 15,6% bei der PCR Untersuchung
und 29,4% bei der Southern Blot Hybridisation eine relativ hohe Pravalenz. Da alle
Frauen klinisch eine gesunde Mundschleimhaut aufwiesen, schlussfolgerten die
Autoren, dass die allgemeine Pravalenz uberraschend hoch sei, aber die HPV-
Infektion, wie auch oft im Genitaltrakt, nicht zu einer klinischen Manifestation fuhrt.
Eine grol3e Metaanalyse der Literatur im Hinblick auf eine orale HPV-Infektion bei
Frauen, die eine zervikale HPV-Infektion aufwiesen, wurde 2011 durchgefuhrt.
Termine et al. (Termine et al., 2011) fanden eine hohe gepoolte orale HPV Pravalenz
von 18,1%. Untersucht wurde auch die orale HPV Pravalenz bei Frauen, die eine
HIV-Infektion aufwiesen. Hier wurde eine Pravalenz von 27,2% festgestellt. Die
Ergebnisse der Metaanalyse zeigten insgesamt eine grof3e Variation der Pravalenz
zwischen den verschiedenen untersuchten Studien. Hierbei wiesen die Studien, die
Bursten-Abstriche zur Materialgewinnung verwendeten, mit 19,9% eine héhere HPV-
Pravalenz auf (Termine et al., 2011). Obwohl vier der groRen Studien keine
identischen HPV-Typen in oralen und zervikalen Proben fanden, zeigten die anderen
eine Konkordanz von 27% (95% CI: 12,3-41,7) von zervikalen und oralen HPV-
Typen (Badaracco et al., 1998, Castro and Bussoloti Filho, 2006, Fakhry et al., 2006,
Marais et al., 2008, Termine et al., 2009, Smith et al., 2004b, Canadas et al., 2004).
Unterschiede gab es hier zwischen HIV-negativen Frauen und HIV-positiven Frauen.
HIV-positive Frauen wiesen eine dreifach hohere Wahrscheinlichkeit auf, den
gleichen HPV-Typ in oralen und zervikalen Proben zu haben als HIV-negative
Frauen (46,8% vs. 15,6%). Dies deutet daraufhin, dass das Vorhandensein des
gleichen HPV-Typs oral und zervikal von der systemischen Immunitat abhangt und
beeinflusst wird (Termine et al., 2011). Eine weitere Art der Infektion, kénnte die
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Ubertragung von der Mutter auf den Foétus sein. Bei 80% der Neugeborenen von
Frauen mit genitalem HPV-Nachweis konnte in nasopharyngealen Aspirationsproben
oder in der oralen Schleimhaut HPV detektiert werden und dieser Zustand kann
Monate bis Jahre anhalten (Rombaldi et al., 2009, Fredericks et al., 1993, Cason et
al., 1995, Rintala et al., 2005). Allerdings ist bisher wenig daruber bekannt, inwiefern
der HPV-Nachweis bei Neugeborenen eine Rolle spielt und, wenn ja, welche. Eine
prospektive Kohortenstudie in Finnland, die HPV Familienstudie, untersuchte die
Dynamik der HPV-Ubertragung zwischen Eltern und Kindern (Rintala et al., 2005).
Eine persistierende zervikale HR-HPV Infektion der Mutter zeigte sich als
signifikanter Risikofaktor fur eine orale HPV-Infektion der Sauglinge. Gleichzeitig war
ein oraler HR-HPV der Mutter fur einen 6 Monate alten Saugling ein Risikofaktor
dafur, dass dieser auch genital mit HPV infiziert wird. Allerdings scheinen viele
Faktoren eine Rolle zu spielen und die Ubertragungswege sind hochkomplex. Sie
sind unter anderem mit der Entwicklung des Immunsystems der Kinder in den ersten
Lebensmonaten verbunden (Rintala et al., 2005). Zusatzlich zu den mdglichen
Ubertragungswegen koénnten verschiedene Risikofaktoren eine orale HPV-Infektion
beeinflussen. Hierbei konnte auch die Mundhygiene von Bedeutung sein. Auch
unsere Studie beschaftigte sich mit diesem Thema und fand heraus, dass 48,1% der
oral HPV negativ getesteten Patientinnen sich regelmalig zahnarztlicher Beratung
und Behandlung unterziehen, wahrend dies bei den HPV positiv getesteten
Patientinnen nur 16,7% angaben. Allerdings kann dieses Ergebnis lediglich ein
Hinweis sein, da unsere Zahlen zu klein sind, um endgultige Schlussfolgerungen
ziehen zu koénnen. Eine Studie, die 2013 verdffentlicht wurde (n=3439, im Alter von
30-69) zeigte, dass Menschen mit schlechter Mundhygiene unabhangig von anderen
Risikofaktoren wie dem Rauchen oder verschiedenen Oralsexpartnern ein erhdhtes
Risiko fur eine orale HPV-Infektion haben (Bui et al., 2013). Die Gruppe schloss
daraus, dass eine schlechte Mundhygiene mit den Folgen von Ulzera,
Schleimhautstorungen und chronischen Entzindungen die Anfalligkeit fur HPV
steigert und somit eine gute Mundhygiene auch zu einer guten Mundgesundheit
beitragt. 2015 wurde eine weitere Studie von Bui et al. (Bui et al., 2015) zu diesem
Thema durchgefuhrt. Hierbei wurde die selbstgemeldete Mundgesundheit,
Mundhygiene und die orale HPV-Infektion bei gefahrdeten Frauen (n=126, Alter 18-
45) in Vietnam untersucht. Es zeigte sich eine hohere HPV-Pravalenz bei Patienten,
die ihre Mundhygiene als schlecht bewerteten. Die Haufigkeit des Zahneputzens war
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daflr aber nicht relevant (Bui et al., 2015). Neben weiteren Untersuchungen zu den
bisher genannten maglichen Ubertragungswegen und Risikofaktoren ware es fir die
Zukunft interessant, wie der HPV-Status von Sexualpartnern infizierter Frauen
aussieht. Drei Studien fihrten eine gleichzeitige Testung der Oralsexpartner durch
(Meyer et al., 2014, Uken et al.,, 2016, Smith et al., 2004b), wobei zwei der drei
Studien in Deutschland durchgefuhrt wurden. Interessanterweise zeigte keine der
Studien eine signifikante Ubereinstimmung mit der zervikalen und/oder oralen HPV-
Infektion der Frauen. Smith et al. (Smith et al., 2004b) testete 68 mannliche Partner
von Frauen, die schwanger waren und einen zervikal HPV-positiven Abstrich in der
Anamnese hatten. Die Manner wurden mittels einer Mundspulung auf HPV getestet.
Zwar konnte die Gruppe ein Ergebnis von 5,9% an oral HPV-positiv getesteten
Mannern vorweisen, allerdings hatte keine Frau eines positiv getesteten
Sexualpartners eine aktuelle HPV-Infektion, weder oral noch zervikal (Smith et al.,
2004b). Eine weitere Studie wurde von Uken et al. (Uken et al., 2016) durchgefuhrt.
Eingeschlossen in die Studie wurden 101 Frauen mit zervikalen Dysplasien und
einem zervikal positiven HPV-Test. Eine HPV-Testung im Oropharynx der Frauen
ergab nur bei drei Frauen ein positives Ergebnis. Fur die simultane Testung der
Sexualpartner der 101 Frauen konnten 60 Frauen gewonnen werden. Von den 60
Frauen hatten nur drei (5%) einen positiv getesteten Sexualpartner. Nur ein einziger
Fall ergab den gleichen HPV-Typ (HPV-Typ 16) beim zervikalen HPV-Test der
Frauen und dem simultanen Test des Oropharynx des Sexualpartners. Passend zu
den Ergebnissen unserer Studie postulierten Uken et al., dass die orale HPV-
Pravalenz bei Frauen mit HPV-assoziierter Dysplasie der Zervix sehr niedrig ist und
die Ubertragung von HPV (ber Oralsex in den Oropharynx oder eine Selbstinfektion
ein seltenes Ereignis zu sein scheint (Uken et al., 2016). Die Frage, warum es
zwischen genitaler und oraler HPV-Infektion keine Korrelation gibt, bleibt weiterhin
unbeantwortet. Orale HPV- Infektionen scheinen haufiger transient zu sein als
zervikale HPV-Infektionen (Brouwer et al., 2022). Unterschiedlichen Mechanismen
der Viruselimination der Schleimhdute an Zervix und Oropharynx kénnten eine Rolle
spielen (Meyer et al., 2014, Preuss et al., 2011). Weiterhin ist in diesem
Zusammenhang die Frage ungeklart, warum mehr Manner an HPV-assoziierten
OSCC erkranken als Frauen (Chaturvedi et al., 2008, Sathish et al., 2014).
Nachgewiesen ist, dass die Inzidenz von HPV-assoziierten OSCC in beiden
Geschlechtern steigt (Chaturvedi et al., 2008). Es kdnnte eine protektive Wirkung
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durch frihere zervikale HPV-Infektionen bei Frauen geben (Sathish et al., 2014).
Immer noch ist nicht ausreichend Uber die biologischen Zusammenhange bekannt,
die zu einem HPV-assoziierten OSCC fuhren kdnnen. In der Hals-Nasen-Ohren
Heilkunde hofft man, ein geeignetes Screening- Verfahren zu finden, wie es bereits
bei HPV-assoziierten Dysplasien der Zervix genutzt wird, um ein friheres Eingreifen
beim OSCC moglich zu machen. Eine Messung von Antikorpern, die entstehen
konnen, wenn HPV-Infektionen der Oropharynxregion vorliegen, konnten in Zukunft
ein vielversprechendes Instrument, zur Friherkennung und Verlaufskontrolle von
HPV-bedingten Erkrankungen darstellen (Weiland et al., 2020). Unsere Daten
weisen darauf hin, dass eine Ubertragung von einer HPV-Infektion der Zervix in den
Oropharynx selten ist. Es scheint keinen Vorteil zu bringen, Frauen mit einer
zervikalen Dysplasie auch oropharyngeal auf HPV zu testen, um eine fruhere
Detektion von Patienten mit einem erhohten Risiko fur HPV-assoziierten OSCC zu
erreichen. Es sind noch mehr Daten und Studien noétig, um sowohl ein besseres
Verstandnis fir die Ubertragung von HPV zu erhalten als auch die Ursache der
Infektion, die HPV-assoziierte orale Karzinogenese, sowie die Faktoren, die eine
gleichzeitige orale und genitale HPV-Infektion bei Mannern und Frauen begunstigen,

besser verstehen zu kdbnnen.
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7. Abkurzungsverzeichnis

AK: Asklepios Klinik

DNA: Desoxribonucleinsaure

HPV: Humane Papilloma Viren

HR: high risk

HSIL: Hochgradige squamose intraepitheliale Lasionen

LR: low risk

NACL: Natriumchlorid

OSCC: orale Plattenepithelkarzinome, oral suamous cell carcinoma
PCR: Polymerase Kettenreaktion

UKE: Universitatsklinikum Eppendorf
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8. Kurzfassung Deutsch

Infektionen mit Humanen Papilloma Viren (HPV) gehdren weltweit zu den haufigsten
sexuell Ubertragbaren Infektionen. Eine genitale HPV Infektion ist die Ursache fur
einen Groldteil der hochgradigen intraepithelialien squamdsen Lasionen (HSIL) und
damit auch fur invasive Zervixkarzinome. Mittlerweile ist auch bekannt, dass ein
steigender Anteil der oralen Plattenepithelkarzinome (oral squamous cell carcinoma,
OSCC) HPV-induziert ist. Die Infektionswege und auch die Risikofaktoren fir eine
Infektion sind dabei noch nicht ausreichend erforscht. Ein Zusammenhang mit dem
Sexualverhalten wird diskutiert.

In der Annahme, dass Patientinnen, mit einer HPV-induzierten HSIL auch
gefahrdeter fur eine persistierende orale HPV- Infektion sind, wurde diese
prospektive Studie konzipiert, um die Kopravalenz von Infektion der Zervix und des
Oropharynx mit HPV- high risk(hr)Typen bei Frauen mit zervikalen Dysplasien zu
untersuchen. Dafur wurden Patientinnen, die wegen eines auffalligen zervikalen
zytologischen Befundes und einen positiven HPV-Test, in die Dysplasiesprechstunde
des UKE und des AK Altona kamen zervikal und oral auf HPV getestet. Die Testung
im Rachen erfolgte mit einem Abstrich und fur einen Teil der Studienteilnehmerinnen
zusatzlich mit einer oralen Lavage um die Methoden miteinander vergleichen zu
konnen. Zusatzlich wurden Daten zu Sexualverhalten und Lebensstil mit Hilfe eines
Fragebogens erhoben.

Fir die Studie wurden 235 Patientinnen gescreent. Daraus ergab sich eine
Studienkohorte von 135 Patientinnen, mit sowohl einer hochgradigen zervikalen
intraepithelialen Neoplasie (CIN) als auch einem bestatigten zervikalen HPV-Test.
Die dazugehdrigen oralen Proben, zeigten nur in 6 Fallen ein positives Ergebnis. Nur
drei davon waren fir den gleichen HPV-Typ positiv (16,35,45). Dabei zeigte sich
keine hohere HPV-Erkennungsrate, wenn der Tonsillenabstrich mit der oralen
Lavage kombiniert wurde. Die Auswertung des Fragebogens konnte keinen
Zusammenhang zwischen dem Sexualverhalten und einem erhodhten Risiko fur eine
orale HPV- Infektion demonstrieren.

Die Ergebnisse zeigen, dass die orale HPV- Pravalenz bei Frauen mit HPV-
induzierter HSIL gering ist. Es erscheint daher nicht sinnvoll diese Frauen einem

oralen Screening zu unterziehen.
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9. Kurzfassung Englisch

Infections with HPV (Human Papilloma Virus) are among the most common sexually
transmitted infections worldwide. Genital HPV infection is the cause of HSIL and thus
also of invasive cervical cancer. It is now also known that an increasing proportion of
OSCC (oral squamous cell carcinoma) is HPV-induced. The routes of infection and
the risk factors for infection have not yet been adequately researched. A connection
with sexual behavior is discussed.

Assuming that patients with HPV-induced HSIL are also more at risk for persistent
oral HPV infection, this prospective study was designed to investigate the co-
prevalence of cervical and oropharyngeal infection with high-risk(hr) HPV types. For
this purpose, patients who came to the dysplasia clinic of the UKE and the AK Altona
because of an abnormal cervical cytological finding and a positive HPV test were
tested cervically and orally for HPV. The oral test was carried out with a swab and,
for some of the study participants, also with an oral lavage in order to be able to
compare the methods with each other. In addition, data on sexual behavior and
lifestyle was collected, using a questionaire.

235 patients were screened for the study. This resulted in a study cohort of 135
patients with both HSIL and a confirmed cervical hr-HPV test. The associated oral
samples showed a positive result in only 6 cases. Only three of these were positive
for the same HPV type (16,35,45) as detected genitally. There was no higher HPV
detection rate when tonsil swab was combined with oral lavage. The evaluation of the
questionnaire did not show any connection between sexual behavior and an
increased risk of oral HPV infection.

The results demonstrate that oral HPV prevalence is low in women with HPV-induced
HSIL. It therefore does not seem sensible to subject these women to oral screening.
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