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1. ZAUSAMMENFASSUNG BPBRLIKATIONSPROMOTION
1.1. ABSTRACT

1.1.1 ABSTRAADEUTSCH

HINTERGRUND
Die beiden SuGesysdhd8unsesrvey 199806 (BGS98)

vel kerung sowi @ & GCesemaheind Vvoagendlichen in

Basiserhebung, 20031 2006) waren die ersten reprasentativen Gesundheitssurveys fur
das wiedervereinigte Deutschland. Die Surveys umfassten unter anderem Interviews,
medizinische Untersuchungen und Blutprobenabnahmen. Bisher waren keine reprasen-
tativen serologischen Daten zur Verbreitung von Humanen Papillomviren (HPV) und Zy-
tomegalievirus (CMV) vorhanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die aus diesen
zwei Gesundheitssurveys noch verfligbaren Blutproben zu nutzen und auf Antikérper
gegen verschiedene HPV-Typen sowie auf CMV-Antikdrper zu testen. Uber die Ermitt-
lung der Seropositivitat als Proxy einer bisherigen kumulativen Exposition gegentuber
dem jeweiligen Erreger sollten darauf aufbauend Seropréavalenzen berechnet und Risi-

kofaktoren identifiziert werden.

METHODEN
Die vorhandenen Rickstellproben wurden am Deutschen Krebsforschungszentrum mit-

tels eines eigens entwickelten Multiplex-Assays auf verschiedene HPV- und auf CMV-
Antikorper (nur BGS98-Proben) getestet. Dartiber hinaus wurde auch auf weitere sexu-
ell Gbertragbare Infektionserreger (STI; Mycoplasma genitalium, Herpes simplex Virus
2, und Chlamydia trachomatis) getestet. Die 19 HPV-Typen umfassten verschiedene
kutane, mukosale und fur die Karzinomentwicklung verantwortliche Hochrisikotypen
(HPV-HR). Hieraus wurden Geschlechts- und Alters-stratifizierte Seropravalenzen be-
rechnet und mittels Regressionsanalysen Risikofaktoren von HPV- und CMV-Seroposi-

tivitat ermittelt.

ERGEBNISSE
Von 18.774 getesteten Proben wiesen 6,7% (95%-Konfidenzintervall (KlI): 6,01 7,4) der

Erwachsenen und 2,6% (95%-KI: 2,21 3,0) der Kinder und Jugendlichen Antikérper ge-
gen HPV-HR-Typ 16 auf. Insgesamt 28% (95%-KI: 261 29) der Erwachsenen und 13%

(95%-KI: 127 14) der Kinder und Jugendlichen waren positiv flir mindestens einen der
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zehn getesteten HPV-HR-Typen. Seropravalenzen kutaner HPV-Typen variierten bei
Erwachsenen zwischen 8,7% (95%-KI: 7,81 9,6; HPV-41) und 35% (95%-KI: 33i 36;
HPV-4) und bei Kindern und Jugendlichen zwischen 4,0% (95%-KI: 3,61 4,4; HPV-38)
und 32% (95%-KI: 317 33; HPV-1). Bei den Regressionsanalysen waren Seropositivitat
auf andere STIs und Anzahl bisheriger Sexualpartner*innen die starksten unabhangigen
Pradikatoren einer HPV-16-Seropositivitat bei Erwachsenen, bei Kinder und Jugendli-

chen das Alter.

Die CMV-Seropravalenz der Erwachsenen betrug 57% (95%-KI: 551 59); 48% der
Frauen im gebarfahigen Alter waren CMV-seronegativ. Unabhangige Pradikatoren einer
CMV-Seropositivitat (fir Manner und Frauen) waren Alter, Geburtsland, Rauchen,

Wohnregion, Anzahl von <18-jahrigen Haushaltsmitgliedern und Bildungsstatus.

DISKUSSION
Auf Grundlage der beiden Bevdlkerungssurveys konnten erstmalig reprasentative HPV

bzw. CMV-Seropravalenzen fir Erwachsene und insbesondere fur Kinder und Jugendli-
che geschatzt werden, welche als Proxys einer bisherigen kumulativen Exposition mit
dem jeweiligen Erreger interpretiert werden kénnen. Durch die Analyse der geschlechts-
und altersspezifischen Seropréavalenzen sowie entsprechender Risikofaktoren kénnen
die Ergebnisse den Kenntnisstand zur Verbreitung und Bedeutung von HPV und CMV
erweitern und helfen, bestehende sowie zukiinftige PraventionsmafRnahmen zu evaluie-

ren und anzupassen.

1.1.2 ABSTRACENGLISCH

BACKGROUND
The O0Ger man Nati onalExHenalIntaht ilonnt eSruvriveew aln9d9 8  (

the adult population and the 6German Health
dren and Adolescents (KiGGS, 2003i2 006 ) 6 were the first repre
for Germany after the German reunification. The aim of the present study was to use

the already collected blood samples for testing for HPV and CMV antibodies. By deter-

mining seropositivity as a proxy of previous cumulative exposure to the respective path-

ogens, seroprevalences could be calculated and risk factors identified.
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METHODS
The samples were tested for 19 different HPV type antibodies and CMV antibodies

(BGS98 samples only) at the German Cancer Research Centre using an in-house de-
veloped multiplex assay. Furthermore, it was tested for antibodies against other sex-
ually transmitted infections (STI; including Mycoplasma genitalium, Herpes simplex vi-
rus type 2 and Chlamydia trachomatis). HPV types included cutaneous, mucosal and,
as causative agents of diverse carcinoma development identified high risk (HPV-HR)
types. Gender- and age-stratified seroprevalences were calculated and regression anal-

yses used to determine risk factors of HPV and CMV seropositivity.

RESULTS
18,774 samples of both surveys were tested. Seropositivity for HPV-HR-16 was 6.7%

(95% confidence interval (CI): 6.01 7.4) for adults and 2.6% (95%CI: 2.2i 3.0) for chil-
dren and adolescents. Overall 28% (95%CI: 267 29) of adults and 13% (95%CI: 127 14)
of children and adolescents were seropositive for at least one of the HPV-HR types. Se-
roprevalence of cutaneous HPV types varied in adults between 8.7% (95%CI: 7.81 9.6;
HPV-41) and 35% (95%CI: 331 36; HPV-4) and in children and adolescents between
4.0% (95%CI: 3,61 4,4; HPV-38) and 32% (95%CI: 31i 33; HPV-1). In the regression
analyses, seropositivity for other STI and the number of previous sexual partners were
the strongest non-dependent predictors of HPV-16 seropositivity in adults, as well as

age in children.

CMV seroprevalence of adults was 57% (95%CI: 551 59). Overall 48% of women of

childbearing age were still seronegative.

DISCUSSION
Seropositivity is a useful proxy for measuring previous cumulative HPV or CMV expo-

sure. Based on two population-based health surveys, representative HPV and CMV se-
roprevalences for adults and especially for children and adolescents living in Germany
could be estimated for the first time. By analysing gender- and age-specific seropreva-
lences and corresponding risk factors, the results can expand the knowledge on the
spread of HPV and CMV in the German population and therefore, help to evaluate and

adapt existing and future prevention measures.
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1.2. BENLEITUNG

Die vorliegende Arbeit beruht auf der Nutzung von Daten und Blutproben der beiden
Studi en -@Buwmmeisei t ssurvey 1998fA (BGS9 &0n

Kindern und Jugendlichen in Deutschlandh

wurden, neben weiteren epidemiologischen Gesundheitsstudien, im Auftrag des Bun-
desgesundheitsministeriums durchgefuhrt und sind Teil des Gesundheitsmonitorings
des Robert Koch-Instituts (RKI). Sie entsprechen einer fur die deutsche Wohnbevolke-
rung reprasentativen gesundheitlichen Momentaufnahme der Erwachsenen (BGS98)
zum Ende der 1990er sowie der Kinder und Jugendlichen (KiGGS-Basiserhebung, im
Folgenden KiGGS) zu Beginn der 2000er in Deutschland. Die BGS98-Studie war somit
die erste reprasentative Untersuchung zum Gesundheitszustand der Erwachsenenbe-
volkerung in Deutschland nach der Wiedervereinigung (1, 2). Mit den KiGGS-Daten la-
gen fur Deutschland erstmals umfassende und reprasentative Gesundheitsdaten fir

Kinder und Jugendliche vor (3).

Aus beiden Gesundheitssurveys standen von den damals gewonnenen Serumproben
sogenannte Ruckstellproben zur Verfligung, die im Rahmen der hier vorliegenden Pro-
motionsarbeit fur spezielle serologische Untersuchungen und zur Verkntpfung mit den
damals erhobenen Surveydaten genutzt werden konnten. Dazu sollten die verfligbaren
Proben vom RKI an das Deutsche Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg ge-
schickt und dort mittels eines eigens entwickelten Multiplex Serologie-Verfahrens simul-
tan auf Antikorper verschiedener zuvor festgelegter Erreger untersucht werden. Fokus
der vorliegenden Arbeit waren die Antikdrpernachweise von Humanen Papillomviren
(HPV) und Zytomegalievirus (CMV).

S OWi
( Ki

CHARAKTERISTIKA UND KRANKHEITSLAST HUMANER PAPILLOMVIREN

HPV-Infektionen z&hlen zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Infektionen (sexually
transmitted infection; STI) weltweit. HPV gehort zu der vielseitigen Papillomaviridae Vi-
rusfamilie und umfasst mittlerweile tber 200 bekannte Typen. Diese werden nach unter-
schiedlichen Parametern unterteilt: HPV-Typen werden einerseits auf Grundlage ihrer
phylogenetischen Beziehung in verschiedene Gattungen und Spezies eingeteilt (4).
Diese umfassen drei Hauptgattungen: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus und
Gammapapillomavirus. Weiterhin werden HPV-Typen in unterschiedliche Tropismen

eingeteilt: 1) kutane HPV-Typen, welche Epithelzellen der Haut infizieren und 2)
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mukosale HPV-Typen, welche Epithelzellen verschiedener Schleimhaute infizieren kén-
nen. Ein drittes Einteilungsschema bezieht sich auf die potentiellen Krankheitsfolgen ei-
ner HPV-Infektion, insbesondere die Karzinogenitat. Diese bezieht sich auf ihre Rolle
als Verursacher verschiedener prakanzeroser Lasionen und Karzinome (5). Obgleich es
eine Vielzahl an unterschiedlichen HPV-Typen gibt, besitzt jedoch nur ein kleiner Anteil
karzinogene Eigenschaften, welche entsprechend, wie beispielsweise HPV-16 und

HPV-18, als Hochrisikotypen (HR-Typen) bezeichnet werden.

Die Mehrheit der HPV-Infizierten entwickelt keine Symptome, und die Infektion verlauft
transient und ist innerhalb der folgenden 127 24 Monate nicht mehr nachweisbar (6).
Wenn HPV-Infektionen mit mukosalen HR-Typen persistieren, steigt jedoch das Risiko
einer Folgeerkrankung, bzw. der Entwicklung oropharyngealer oder anogenitaler Karzi-
nome (5, 6). Es existieren aber auch weitere klinische Manifestationen einer HPV-Infek-
tion. Sogenannte Niedrig-Risiko (Low risk, LR) Typen, wie beispielsweise HPV-6 oder
HPV-11, kbnnen zu externen, meist im Anogenitalbereich vorkommenden, gutartigen
Warzen fuhren, die nicht nur bei Erwachsenen sondern auch bei Kindern diagnostiziert
werden (7). Eine weitere, jedoch selten vorkommende, durch LR-HPV-Typen ausge-
|6ste Erkrankung ist die rezidivierende respiratorische Papillomatose (RRP), welche zu
einem Auftreten zumeist gutartiger Plattenepithelpapillomen im Bereich Kehlkopf, Luft-
rohre und Lunge fuhren kann. Demgegeniber stehen kutane HPV-Typen, wie beispiels-
weise HPV-1 oder HPV-4. Kutane HPV-Typen lassen sich sowohl auf gesunder Haut
finden, als auch in Hautlasionen, welche sich beispielsweise als typische Hautwarzen
an Fiissen und Handen manifestieren (5). Uberdies wird vermutet, dass auch be-

stimmte kutane Hauttypen in die Entstehung von Hautkrebs involviert sein kbnnen (8).

Seit 2007 sind in Deutschland Impfstoffe zur Pravention der Infektionen mit bestimmten
HPV-Typen von der Standigen Impfkommission (STIKO) empfohlen. Die HPV-Impfemp-
fehlung wurde im Jahr 2018 von der bisherigen Beschrankung auf Madchen auch auf
Jungen im Alter von 91 14 Jahren ausgeweitet. Aktuell sind folgende Impfstoffe in
Deutschland verfiigbar: der bivalente HPV-Impfstoff Cervarix® (gegen die HPV-Typen:
16 und 18) und der nanovalente Impfstoff Gardasil®9 (gegen die HPV-Typen: 6, 11,
16, 18, 31, 33, 45, 52 und 58).

Die Erhebung von HPV-Antikdrpern im Rahmen von Seropréavalenzdaten kann als Maf3
lebenslanger kumulativer HPV-Exposition zu einem Uberblick iber die Verbreitung,

aber auch Uber potentielle Risikofaktoren von HPV beitragen. Gleichzeitig kbnnen
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Seropravalenzdaten im Vergleich vor und nach einer Impfeinfihrung zu einer Evalua-
tion jeweiliger Impfstrategien eingesetzt werden. In Deutschland gab es bisher jedoch
keine fur die deutsche Bevolkerung reprasentativen Daten zur Seroepidemiologie von
HPV, weder bei Erwachsenen noch bei Kindern und Jugendlichen; Studien zur letztge-

nannten Altersgruppe sind auch international rar (7, 9).

CHARAKTERISTIKA UND KRANKHEITSLAST DES ZYTIGM&GALIEV
Das Zytomegalievirus gehort zur Familie der Herpesviridae und ist weltweit verbreitet.

Die CMV-Seropravalenz in der Allgemeinbevdlkerung wird weltweit auf 457 100% ge-
schatzt (10). Reprasentative CMV-Seropravalenzen fur die Bevolkerung in Deutschland
lagen bisher noch nicht vor. Einzelne Studien ergaben eine CMV-Seropravalenz bei
Blutspendern von 38% bzw. etwa 47% bei Schwangeren (11-13).

Nach einer Erstinfektion mit dem Virus bleibt die Infektion latent. Typische Ubertra-
gungswege sind der Kontakt (als Tropfchen- oder Schmierinfektion) mit CMV-kontami-
nierten Korperflissigkeiten, wie Speichel, Urin, Spermasekreten sowie bei der Blut-
transfusion. In immunkompetenten Personen verlauft eine CMV-Infektion zumeist
asymptomatisch, wahrend es bei immunsupprimierten Personen zu lebensbedrohlichen
Komplikationen fiihren kann (14). CMV gilt mittlerweile als haufigster viraler Erreger ei-
ner kongenitalen Infektion (14). Bei Kindern kann eine kongenital erworbene CMV-In-

fektion zu schwerwiegenden neurologischen Schadigungen fuhren (15).

Bislang steht kein Impfstoff gegen CMV-Infektionen zur Verfiigung, obgleich verschie-
denen Hersteller seit einigen Jahren daran forschen. Eine weitere Herausforderung be-
steht in der fehlenden Wahrnehmung innerhalb der Bevolkerung tber die Verbreitung
und Tragweite von (kongenitalen) CMV-Infektionen, vor allem unter Schwangeren bzw.
Frauen mit Kinderwunsch (16). Aquivalent zu HPV, kann auch die CMV-Seropravalenz
im Rahmen der Messung von CMV-Antikdrpern als Marker einer bisherigen CMV-Expo-
sition einen Beitrag zum Wissenstand der CMV-Verbreitung leisten. Im Vergleich zu an-
deren Landern gab es bisher jedoch auch fir CMV keine (reprasentativen) Daten zur

Seropravalenz in der Bevolkerung in Deutschland.

ZIELE UND FRAGESTELLUNGEN DER STUDIE
Das zugrundeliegende Ziel der vorliegenden Studien war es, die bereits vorhandenen

Serumproben der zwei zuvor beschrieben Bevélkerungssurveys zu nutzen, um fir die
Bevolkerung in Deutschland reprasentative Daten zur Krankheitslast von HPV und CMV

zum Zeitpunkt der Serumsprobenabnahme zu generieren.
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Das priméare Studienziel war die serologische Erhebung von Antikérpern gegeniber ver-
schiedenen HPV-Typen als Proxy einer bisher durchgemachten Infektion bei den Teil-
nehmenden (17, 18). Die Auswahl der beiden (alteren) Studien begriindet sich mit dem
jeweiligen Erhebungszeitraum, der fur HPV besonders relevant ist, da er noch vor der
Einfuhrung der HPV-Impfung lag. Somit kénnen mit Hilfe der Daten seroepidemiologi-
sche Fragestellungen in Bezug auf HPV bei der deutschen Bevdlkerung in der
Praimpfara beantwortet werden. Diese kdnnen in Zukunft mit Daten aus der Impfara
verglichen und somit als Grundlage fur eine Evaluation der HPV-Impfeinfuhrung ver-

wendet werden. Fur die hier vorliegende Arbeit wurden folgende Hauptfragen definiert:

1 Wie hoch ist die Pravalenz von Antikdrpern gegen verschiedene HPV-Typen in der
deutschen Bevdlkerung? Gibt es einen Geschlechts-Unterschied der HPV-Seropré-
valenzen? Gibt es einen Alters-Unterschied der HPV-Seropravalenzen?

1 Welche soziodemographischen und verhaltensbasierten Faktoren sind mit einer
HPV-Seropositivitat assoziiert?

Ein weiteres Ziel der Studie war es, die vorhandenen Ruckstellproben auf CMV zu tes-

ten (19), da bisher keine bevolkerungsbezogenen CMV-spezifischen Ig-Seropravalenz-

daten fur Deutschland verfugbar waren. Der serologischen Untersuchung von CMV la-
gen folgende Fragestellungen zugrunde:

1 Wie hoch ist die Pravalenz von CMV-Antikorpern in der deutschen Bevdlkerung?
Gibt es einen Geschlechts-Unterschied der CMV-Seropravalenz? Gibt es einen Al-
ters-Unterschied der CMV-Seropravalenz?

1 Welche soziodemographischen und verhaltensbasierten Faktoren sind mit einer

CMV-Seropositivitat assoziiert?

1.3. MATERIAL UNAAETHODIK

STUDIENPOPULATIONEN
Die Studienpopulationen basieren auf zwei Langzeitstudien des RKI zur Gesundheit

von Erwachsenen (BGS98) sowie von Kindern und Jugendlichen (KIGGS) in Deutsch-
land. Der Erwachsenengesundheitssurvey BGS98 wurde im Erhebungszeitraum 19971
1999 durchgefiihrt (1, 2). Insgesamt nahmen an dem Survey 7.124 Personen zwischen

18 und 79 Jahren aus 120 Stadten und Gemeinden aus allen Bundeslandern in
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Deutschland teil. Somit stellt BGS98 die erste reprasentative Studie zum Gesundheits-

zustand der Erwachsenenbevoélkerung im wiedervereinigten Deutschland dar.

Von 2003 bis 2006 fand die Basiserhebung von KiGGS mit insgesamt 17.641 Studien-
teilnehmenden im Alter von 07 17 Jahre statt (3). Danach erfolgten noch zwei weitere
Erhebungswellen (20097 2012 und 20147 2017). Inhalt der jeweiligen Erhebungen sind
die altersabhangigen Befragungen von Eltern und Kindern bzw. Jugendlichen. Neben
den Befragungen kommen in bestimmten Abstanden auch medizinische Untersuchun-
gen und Laboranalysen hinzu. Bei KiGGS handelt es sich zudem um eine Langzeit-Ko-
horte, da ein Teil der Kinder und Jugendlichen aus der Basiserhebung bis zum Alter von

18 Jahren in den Folgeerhebungen wiederholt untersucht wurden.

DATENSCHUTZ
Die BGS98-Studie wurde nach Vorabprifung des Bundes- und Landesbeauftragten far

den Datenschutz nach den entsprechenden allgemeinen Richtlinien durchgefiihrt. Da es
zum aktuellen Zeitpunkt der Durchfihrung der BGS98-Studie keine Regularien bezlg-
lich zustandigen Ethikkommissionen gab, liegt fir BGS98 kein Ethikvotum vor. Aller-
dings wurde ein positives Votum der Ethikkommission der Charité-Universitadtsmedizin
Berlin (Nr. EA2/047/08) fur die Folgestudie DEGS1 eingeholt. Alle Teilnehmenden von
BGS98 unterzeichneten eine schriftliche Teilnahme-Einwilligungserklarung.

Die KiGGS Studie wurde ebenfalls nach den Richtlinien der Bundes- und Landesbeauf-

tragten flr den Datenschutz durchgefiihrt und zuséatzlich von der Ethikkommission der

Charité Universitatsmedizin Berlin und dem Bundesbeauftragten fiir Datenschutz ge-

nehmigt. Sie orientierte sich durch Kontrollen zur internen und externen Qualitatssiche-
rungwahrendderSt udi e zudem an den Leitlinien zur S
scher Praxisin der Deutschen Gesellschaft f ¢r
rechtigten stimmten fur ihr minderjahriges Kind der Teilnahme an KiGGS (Befragung

und Untersuchung) schriftlich zu. Die Durchfihrung und Auswertung der gesamten Stu-

die wurde von einem wissenschaftlichen und ethischen Beirat Uberwacht und begleitet.

SURVEY METHODEN: SAMPLING, GEWICHTUNG UND VARIABLENAUSWAHL
Der BGS98 hatte zum Ziel, reprasentative Aussagen zum Gesundheitszustand der

deutschen Wohnbevolkerung im Alter von 18i 79 Jahren in den Jahren 19971 1999 zu
treffen. Die 120 Untersuchungsorte (sample points) wurden in einer mehrfach geschich-
teten zweistufigen Zufallsstichprobe ausgewahlt. Die erste Stufe der Zufallsstichproben-

ziehung umfasste die zufallsbasierte Auswahl von Gemeinden, geschichtet nach
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Bundesland, Regierungsbezirk und GemeindegroRenklasse (BIK-Gemeindetyp). Dabei
wurde eine disproportionale Verteilung der west- und ostdeutschen Bundesléander ent-
sprechend der Struktur der damals neu vereinten Bundesrepublik ausgewéhlt. Die
zweite Stufe umfasste die Uber das Einwohnermelderegister gezogene, zufallsbasierte
Auswahl der Teilnehmenden nach Geschlecht und Alter in den jeweiligen sample
points. Der Survey umfasste unter anderem einen Befragungsbogen, ein arztliches In-
terview und die Entnahme von Blutproben. Alle Variablenkategorisierungen im Rahmen
von BGS98 finden sich in Publikation 1, Seite 35 und Publikation 2, Seite 49. Grundlage
der Auswahl der Teilnehmenden der KiGGS-Studie war, dhnlich zum zuvor beschriebe-
nen Design des BGS98, ein zweistufiges stratifiziertes Cluster Sampling Design (wei-
tere Studiendetails siehe (20)). Die 167 sample points wurden nach einem (nach Bun-
deslandern und Gemeindetypen) geschichteten Zufallsverfahren und proportional zur
Haufigkeit der Gemeindegrol3e gezogen. Auch der KIGGS-Survey umfasste unter ande-
rem einen Befragungsbogen, ein arztliches Interview und die Entnahme von Blutproben.
Die Frageb®°gen wurden von den Eltern der Kin
dern selbst (Alter >10 Jahre) ausgefullt. Die Variablenkategorisierungen fur die Auswer-
tung der KiGGS-Basis-Daten finden sich in Publikation 3, Seite 72.

RUCKSTELLPROBEN UND MULITPLEX SEROLOGIE
Die der Promotionsarbeit zugrundeliegenden Daten basieren auf archivierten Serum-

proben von BGS98 und KiGGS. Fur BGS98 konnten von insgesamt 6.757 Studienteil-
nehmenden Serumproben abgenommen werden. Insgesamt 14.386 Teilnehmende der
KIGGS-Basiserhebung im Alter von 1i 17 Jahren gaben eine Serumprobe ab. In Rah-
men der beiden Studien wurden nach den damaligen serologischen Untersuchungen
die noch vorhandenen Serumproben als sogenannte Ruckstellproben fur weitere Unter-
suchungen bei -40°Celsius eingefroren (21). Fir die vorliegenden Studien sollten 6.517
Ruckstellproben von BGS98 und 12.257 von KIGGS-Basiserhebung im Jahr 2016/2017
im DKFZ getestet werden. Die Auswahl der zu testenden HPV-Typen beruhte auf fol-
genden Kriterien: Public Health-Relevanz, Karzinogenitat nach Einteilung der Internatio-
nalen Agentur flr Krebsforschung (International Agency for Research on Cancer; |-
ARC), HPV assoziierte-Erkrankungen, Impfrelevanz, sowie eine méglichst breite Vertei-
lung von Gattungen und Spezies (fir kutane Typen) (siehe Promotionspublikation 2,
Anhang, Seite 57). Insgesamt wurden neun mukosale (alpha: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45,
52, 58) und sieben kutane (alpha: 10; beta: 8, 38, 49; gamma: 4; nu: 41; mu: 1) HPV-
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Typen einbezogen. Drei weitere mukosale Typen (35, 39, und 59) wurden zusétzlich fur

den BGS98 ausgewertet.

Die serologischen Tests wurden mittels eines am DKFZ entwickelten Glutathion-S-
Transferase (GST) Capture Immunassay mithilfe fluoreszierender Bead Technologie
durchgeflhrt, wie ausfuhrlich von Waterboer et al. beschrieben (22). Der Multiplex-As-
say kann Antikorper spezifisch fur das Kapsidprotein L1 verschiedener HPV-Typen
messen. Hierzu sind farbkodierte Beads uber Gluthation-S-Transferase mit dem ent-
sprechenden Antigen verbunden. Die Serum-Antikorper binden die Bead-gekoppelten
Antigene, welche mittels sekundarer Antikdrper detektiert werden. Ein spezielles Durch-
flusszytometer misst einerseits die Fluoreszenz, welche von den gebundenen, sekunda-
ren Antikdrpern emittiert wird. Andererseits konnen die Antikorper spezifisch fur unter-
schiedliche HPV-Typen mittels der jeweiligen markierten, gebundenen Beads unter-
schieden werden. Die Messung sekundarer Antikoérper in Form der Mittleren Fluores-
zenzintensitat (MFI) erlaubt eine Quantifizierung der HPV-spezifischen Antikérper im
Serum. Zur Berechnung der Seropositivitat wurden MFI Werte auf Grundlage eines typ-
spezifischen Grenzwerts in positiv und negativ dichotomisiert, wie ausfuhrliche bei Clif-
ford et al. beschrieben (23). Mit Hilfe dieses Verfahren wurden die folgenden MFI
Grenzwerte bestimmt: HPV-6: 571, HPV-11: 500, HPV-16: 200, HPV-18: 200, HPV-31:
712, HPV-33: 515, HPV-35: 552, HPV-39: 200, HPV-45: 368, HPV-52: 371, HPV-58:
200, HPV-59: 200. Der Grenzwert fur kutane HPV-Typen wurde bei 200 festgelegt.

Bei der CMV Serologie wurde mittels des zuvor beschriebenen Multiplex Verfahrens auf
Antikdrper spezifisch fur vier humane CMV-Proteine (pp28, pp52, pp65 and ppl50) ge-
testet. Der Seropositivitats-Grenzwert wurde fur alle vier Proteine auf eine MFI von 150
Einheiten festgelegt. Studienteilnehmende wurden als CMV-seropositiv definiert, wenn
das Signal spezifisch fur zwei oder mehr CMV-Protein spezifische Antikdrper tiber 150
MFI Einheiten lagen. Eine Validierung des CMV-spezifischen Multiplex-Assays wurde
mittels Vergleiches mit dem Enzygnost Anti-CMV/IgG Assay durchgefihrt und zeigte
sehr gute Sensitivitats- und Spezifitatswerte (24). Neben der Testung auf HPV- und
CMV-Antikorper wurde zuséatzlich auch auf Antikérper gegen andere STI (wie Myco-

plasma genitalium, Herpes simplex Virus 2, und Chlamydia trachomatis) getestet.

STABTISCHE ANALYSEN
Um die Reprasentativitat der Ergebnisse auf nationaler Ebene gewdahrleisten zu kon-

nen, wurden Survey-spezifische Gewichtungen fur die Berechnung von
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Seropravalenzen verwendet. Die Gewichtungen stellten sicher, dass das Studien-
sample der Bevolkerungsstruktur in Deutschland von 1998 (BGS98) und 2003 (KiGGS-
Basiserhebungen) in Bezug auf relevante sozialdemographische Variablen, wie Alter
und Geschlecht glich (25). Neben gewichteten HPV-Seropravalenzen fir einzelne HPV-
Typen wurden sie auch fir in Impfstoffen enthalten HPV-Typ-Gruppen berechnet: (1)
bivalent (HPV-2val: 16, 18); (2) quadrivalent (HPV-4val: 6, 11, 16, 18); (3) nonavalent
(HPV-9val, 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58). Die gruppenspezifischen Seropravalenzen
wurden als gewichteter Anteil der Teilnehmenden berechnet, welche seropositiv fir

mindestens einen in der jeweiligen Gruppe vorkommenden HPV-Typ waren.

Fur die multivariablen Analysen wurden Poisson-Regressionsmodelle mithilfe des Sur-
vey Designs zur Berechnung von Prévalenz Ratios (PRs) verwendet, um mit CMV-,
bzw. HPV-Seropositivitat assoziierte unabhéangige Faktoren zu identifizieren. Im finalen
multivariablen Model wurden alle Variablen aufgenommen, die in einem riickwarts ge-
richteten Ausschlussverfahren (backward step approach) mit einer typspezifischen Se-
ropositivitat auf p < 0,05 Niveau assoziiert waren. Um Korrelationen zwischen HPV-Ty-
pen zu identifizieren, wurde der Pearson's Korrelationskoeffizient berechnet. Als ge-
ringe Korrelation wurden Werte zwischen 0,11 0,3, als moderate Korrelation Werte zwi-
schen 0,31 0,5 sowie als starke Korrelation Werte ab 0,5 definiert. Das Datenmanage-
ment und die statistischen Analysen wurden mit Stata, Version 14 (STATA Corp., Col-
lege Station, TX, US) durchgefihrt.

1.4. BERGEBNISSE

Von den BGS98-Riickstellproben konnten insgesamt 6.517 Proben erfolgreich auf HPV
bzw. 6.552 erfolgreich auf CMV-Antikdrper getestet und fur die Seropravalenzstudien
verwendet werden. Soziodemographische Charakteristika der Studienteilnehmenden
mit HPV-Serologie sind, stratifiziert nach Geschlecht, in Publikation 2, Tabelle 1, Seite
50 dargestellt. Insgesamt 12.257 KiGGS-Proben von Kindern im Alter von 17 17 Jahren
konnten fur die vorliegende Studie erfolgreich auf HPV-Antikdrper getestet und verwen-
det werden (Publikation 3, Abbildung 1, Seite 73). Die soziodemographischen Charakte-

ristika der Teilnehmenden finden sich in Publikation 3, Tabelle 1, Seite 74.
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1.4.1 HPVSEROPRAVALENZEN BRMIKOFAKTORENBEBINACHSENEN

SEROPRAVALENZEN MUKOSALER UND IMPFRELEVANHERIHPV
Die geschlechts- und altersstratifizierten HPV-Seropravalenzen mit 95%-Konfidenzinter-

vallen aller mukosalen HPV-Typen finden sich in Publikation 2, Tabelle 2, Seite 51. Alle
Ergebnisse fur die zusammengefassten (z.B. impfrelevanten) HPV-Typen finden sich in
Publikation 2, Abbildung 2, Seite 52 und Abbildung 3, Seite 53. HPV-Seropravalenzen
bei Erwachsenen variierten stark zwischen den einzelnen Typen, wobei sechs von zwolf
mukosalen HPV-Typen Pravalenzen unter 5% aufwiesen. Bis auf HPV-6 lag die Sero-
pravalenz fur die tbrigen HPV-Typen unter 10%. Die HPV-Seropravalenzen der fur die
Krankheitslast wichtigsten HPV-Typen 6, 11, 16 und 18 lagen bei 12%, 4,1%, 6,7% und
6,2%. Geschlechtsspezifische Unterschiede gab es bei den mukosalen HPV-Seropra-

valenzen nur bei HPV-6, -11 und -16, mit jeweils hoheren Seropravalenzen bei Frauen.

Auch die altersspezifischen Seropravalenzen der mukosalen HPV-Typen unterschieden
sich nach HPV-Typ und zeigten abweichende Altersverlaufe. Bei Frauen fanden sich
die niedrigsten Seropravalenzen in den jlingsten Altersgruppen mit einem leichten An-
stieg in den Altersgruppen der 301 49-Jahrigen und einem konstant hohen Niveau in
den alteren Altersgruppen. Die beiden HPV-Typen 6 und 35 bildeten eine Ausnahme
mit niedrigsten Seropréavalenzen in den alteren Altersgruppen. Fur HPV-16 zeigte sich
ein zweifacher Seropravalenz-Peak bei den (301 39- und 601 69-jahrigen) Frauen. Eine
ahnliche bimodale Altersverteilung zeigte sich bei HPV-6, -11 und -18. Die HPV-16-Se-
ropravalenzen bei Mannern zeigten bei den Jingeren nur eine leichte Zunahme mit an-
schlieRend hdchsten Seropravalenzen bei den 301 59-J&hrigen. Betrachtet man die mu-
kosalen HPV-Seroprévalenzen nach Wohnregion der Teilnehmenden, so zeigten sich

nur geringe regionale Unterschiede, wie in Publikation 2, Seite 50 beschrieben.

Etwa ein Drittel (35%) der Studienteilnehmenden waren seropositiv fir mindestens ei-
nen mukosalen HPV-Typen (HPV-muk) und 28% fiir mindestens einen Hochrisiko-HPV-
Typen (HPV-HR) (siehe Publikation 2, Tabelle 3, Seite 51).

SEROPRAVALENZEN KUTANERYHPEX
Betrachtet man die kutanen HPV-Typen, so sieht man auch hier einen starken Unter-

schied je nach HPV-Typ. Die Seropravalenzen reichten von 8,7% fur HPV-41 bis 35%
bei HPV-4. Neben HPV-4 fanden sich die héchste Seropravalenzen bei den zwei kuta-
nen HPV-Typen 1 (34%) und 8 (19%) (siehe Publikation 2, Anhang, Tabelle 2, Seite
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59). Im Gegensatz zu den mukosalen HPV-Typen gab es keine signifikanten Ge-
schlechts-Unterschiede in den Seropravalenzen kutaner HPV-Typen. Bei der Altersver-
teilung zeigte sich bei vier (HPV-8, HPV-10, HPV-38 und HPV-49) von sieben kutanen
HPV-Typen eine Zunahme der HPV-Seropravalenz mit dem Alter. Dagegen wies HPV-1
mit einer stetigen Seropravalenz-Abnahme bei zunehmendem Alter einen gegenlaufi-

gen Seropravalenz-Trend auf.

RISIKOFAKTOREN ARYSPEZIFISCHER SEROPOSITIVITAT
Die Analyse von Risikofaktoren HPV-Typ-spezifischer Seropositivitat wurden auf die

vier im quadrivalenten Impfstoff vorkommenden HPV-Typen sowie auf die HPV-HR-
und HPV-LR-Gruppe beschrankt. Die bei den Frauen im finalen multivariaten HPV-16-
Modell enthaltenen Variablen Seropositivitat fir mindestens einen der drei im Panel ge-
testeten sexuell Ubertragbaren Infektionserreger (STI+), Anzahl bisheriger Sexualpart-
ner*innen, Alter und Urbanitat waren mit Ausnahme des Alters signifikant mit HPV-16
Seropositivitat assoziiert. Bei Mannern waren in der multivariablen Analyse ahnlich zu
den Frauen nur STI+ und Anzahl bisheriger Sexualpartner*innen mit einer héheren
HPV-16-Seropositivitat assoziiert (Publikation 2, Tabelle 4, Seite 53). Alle weiteren Er-
gebnisse finden sich in Publikation 2, Anhang, Tabellen 41 8, Seite 611 65.

1.4.2 HPVVSEROPRAVALENZEN BMEIKOFAKTORENKEDERN UND
JUGENDLICHEN

SEROPRAVALENZEN MUKOSALER UND IMPFRELEVANFERIHPV
Einen zusammenfassenden Uberblick (iber die Ergebnisse der Seropravalenzen muko-

saler HPV-Typen bei Kindern und Jugendlichen in KiGGS finden sich in Publikation 3,
Abbildung 2, Seite 75, Publikation 3, Anhang, Tabelle 1, Seite 85 und Publikation 3, An-
hang, Abbildung 2, Seite 90.

Der fur die Karzinomentwicklung bedeutendste HPV-Typ 16 hatte eine relativ geringe
HPV-Seropravalenz von 2,6%, welche generell auf einem niedrigen Niveau lag und erst
bei den 147 15-Jahrigen auf 3,1% und 4,4% bei den 167 17-Jahrigen stieg. Mit Aus-
nahme von HPV-6 reichte die Seropravalenz der restlichen mukosalen HPV-Typen von
0,6% (HPV-33) bis 6,4% (HPV-31), ohne signifikante Geschlechtsunterschiede.

HPV-6 unterschied sich stark von den anderen untersuchten mukosalen HPV-Typen
und wies mit 25% eine deutlich héhere Seropravalenz auf, mit etwas niedrigeren Wer-
ten bei Madchen (23%) im Vergleich zu Jungen (26%; p < 0.001). Betrachtet man die
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Altersverteilung der HPV-6-Seropravalenzen, so zeigte sich der hdochste Wert (34%) in
der Altersgruppe 41 6 Jahre mit einer darauf wieder sinkenden Seropravalenz. Eine ahn-

liche Altersverteilung fand sich bei HPV-11.

Die anderen mukosalen HPV-Typen 18, 33, 45, 52 und 58 zeigten &hnliche Altersvertei-
lungen mit héheren Seropravalenzen in den alteren Altersgruppen auf jedoch insgesamt
niedrigem Niveau. Gegensatzlich verhielt sich HPV-31 mit héchsten HPV-Seropravalen-
zen bei den Kindern und danach stark abnehmenden Werten. Die Seropravalenz der
impfrelevanten HPV-Typen verteilte sich wie folgt: 6,1% der Kinder und Jugendlichen
waren seropositiv fir mindestens einen im bivalenten Impfstoff (HPV-2val) enthaltenen
HPV-Typen 16 und 18. Aller weiteren Ergebnisse zu den impfrelevanten HPV-Gruppen
finden sich in Publikation 3, Seite 73.

SEROPRAVALENZEN KUTANERYHPEX
Ein zusammenfassender Uberblick (iber die wichtigsten Ergebnisse der Seropravalen-

zen kutaner HPV-Typen KiGGS findet sich hier: Publikation 3, Abbildung 3, Seite 75
und Publikation 3, Anhang, Tabelle 2, Seite 85. Zusatzlich sind die MFI-Verteilungen al-
ler kutanen HPV-Typen dargestellt (Publikation 3, Anhang, Abbildung 3, Seite 91). Auch
bei Kindern und Jugendlichen wiesen die kutanen HPV-Typen grol3e Differenzen der
Seropravalenzen auf und reichten von 4,0% bis 8,1% bei den HPV-Typen 38, 8, 10, 41
und 49, bis hin zu 14% bei HPV-4 und 32% bei HPV-1. HPV-1 wies als einziger HPV-
Typ auch einen signifikanten Geschlechtsunterschied (Madchen: 34%; Jungen: 30%; p
< 0,001) auf. Die Altersverteilungen waren bei allen kutanen HPV-Typen ahnlich mit
niedrigsten Seropravalenzen in den jingsten Jahren und einem darauffolgenden na-

hezu stetigen Anstieg zu hdchsten Seropravalenzen in der &éltesten Altersgruppe.

RISIKOFAKTOREN ARYSPEZIFISCHER SEROPOSITIVITAT
Die Analyse von Risikofaktoren HPV-Typ-spezifischer Seropositivitat bei Kindern und

Jugendlichen wurde auf die vier im quadrivalenten Impfstoff vorkommenden HPV-Typen
sowie auf die kutane HPV-Gruppe (HPV-kut) beschrankt. Im Folgenden wird nur auf Ri-
sikofaktoren von Seropositivitat fur HPV-16 und HPV-kut eingegangen (Publikation 3,
Tabelle 2, Seite 76 und Publikation 3, Tabelle 3, Seite 77). Alle weiteren Ergebnisse las-
sen sich im Publikationsanhang finden (Publikation 3, Anhang, Tabellen 3-5, Seite 87-
89). Im multivariaten Modell waren nur Alter und Wohnregion signifikant mit HPV-16-Se-

ropositivitat assoziiert (Publikation 3, Tabelle 2, Seite 76). Im multivariablen HPV-kut-
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Modell waren Alter, Wohnregion, Urbanitat und Migrationshintergrund der Eltern mit
HPV-kut-Seropositivitat assoziiert (Publikation 3, Tabelle 3, Seite 77).

1.4.3. CMV(\SEROPRAVALENZ UIRBIKOFAKTORENEBENAEISENEN

Die Ergebnisse der CMV-Seropravalenzstudie beruhen auf insgesamt 6.552 Teilneh-

menden mit CMV-Serologie. Die fur die Bevélkerung in Deutschland reprasentative
CMV-Seropravalenz wurde auf 57% geschatzt. Die CMV-Seropravalenz unterschied
sich dabei stark nach Geschlecht, mit einer CMV-Seropravalenz von 62% bei Frauen
und 51% bei Mannern (Publikation 1, Abbildung 1, Seite 38). Bei Frauen im gebéarfahi-
gen Alter (181 45 Jahre) lag die CMV-Seropravalenz bei 52%. Die CMV-Seropravalenz
stieg sowohl bei Frauen als auch bei Mannern mit zunehmendem Alter an. Neben dem
Geschlechtsunterschied gab es auch deutliche Unterschiede in der CMV-Seropravalenz
zwischen den verschiedenen Regionen in Deutschland. Die CMV-Seropravalenz lag so-
wohl fur Frauen (66%) als auch fur Manner (52%) im Norden von Deutschland hoéher als
in Stddeutschland (Frauen: 57%; Manner: 47%).

Ergebnisse der multivariaten Analyse finden sich in Publikation 1, Tabelle 2, Seite 38.
Die folgenden Faktoren waren sowohl bei Frauen als auch bei M&nnern mit CMV-Sero-
positivitat assoziiert: zunehmendes Alter, Geburtsland au3erhalb Deutschlands, Rau-
chen, wohnhaft in Norddeutschland, zunehmende Anzahl von Haushaltsmitgliedern un-
ter 18 Jahren, und niedriger Bildungsstatus. Weitere Assoziationen einer CMV-Seropo-
sitivitat waren fur Frauen: zunehmende Anzahl von Geschwistern im gleichen Haushalt
sowie Wohnort in Ostdeutschland. Nur fur M&nner war der Besuch einer Kindertages-

statte in der Kindheit negativ mit CMV-Seropositivitat assoziiert.

1.5. DISKUSSION

1.5.1 HPVVSROEPIDEMIOLOGIHEBRVACHSENHKINDERN UN®Y-
GENDLICHEN

WIE HOCH IST DIE SEROPRAVALENZ VON ANTIGEBENRNERSCHIEDENE
HPVTYPEN IN DER DEUTSCHEN BEVOLKERUNG?

Mit einer Seropravalenz von 6,7% war HPV-16 in der erwachsenen Studienpopulation

von BGS98 der haufigste impfrelevante HPV-Hochrisikotyp, was auch in anderen HPV-

Studien gezeigt wurde (siehe Publikation 2, Diskussion, Seite 52). Allerdings sind fur
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den Vergleich von serologischen Ergebnissen, neben methodologischen Serologie-Un-
terschieden (wie im Abschnitt HPV-Serologie, Seite 19 diskutiert), auch regionale Diffe-
renzen der HPV-16-Verbreitung zu beachten, so dass die jeweilige Hohe der HPV-16-

Seropravalenz, trotz typspezifischer Dominanz, eine starke Variabilitat in weltweiten Se-

rologie-Studien (aber auch DNA-Studien) aufweisen kann (26).

Die KIGGS-Daten ergaben eine zu erwartende niedrigere HPV-16-Seropravalenz von
2,6%. Generell zeigten die HPV-16-Seropravalenzen bei Kindern und Jugendlichen
eine vergleichbare Hohe wie &hnliche Studien, obgleich auch weltweite methodisch-
ahnliche serologische HPV-16-Pravalenzdaten bei Kindern und Jugendlichen eine hohe
Variabilitat von 01 11% aufzeigen, wie ausfuhrlich in Publikation 3, Seite 78, beschrie-
ben. Etwa ein Viertel der Erwachsenen hatte Antikorper gegen mindestens einen HPV-
9val-Typen. Die Verbreitung von Antikdrpern gegeniiber mindestens einen mukosalen
HPV-HR-Typ lag bei Kindern und Jugendlichen bei etwa 13%, mit einem Grol3teil der

typspezifischen HPV-Seropravalenz von jeweils unter 3%.

Im Vergleich zu mukosalen HPV-Typen waren Antikbrper gegen kutane HPV-Typen im
Durchschnitt deutlich haufiger zu finden. Mit knapp 35% hatten HPV-1 und HPV-4 die
hdchsten Seropravalenzen unter den Erwachsenen. Die HPV-Seropravalenz von kuta-
nen Typen, und vor allem bei HPV-1 und HPV-4, lag auch bei Kindern und Jugendli-
chen deutlich héher und verweist auf das von ihnen (neben HPV-2) verursachte, hau-
fige Krankheitsbild der gewodhnlichen Haut-, Ful3sohlen- und Plantarwarzen.

GIBT ES EINEN GESCHLBIMITERSCHIED DER-BPROPRAVALENZEN?
Die vorliegenden Ergebnisse der mukosalen HPV-Typen zeigen einen (moderaten) Se-

ropravalenz-Geschlechts-Unterschied bei den Erwachsenen, mit etwas héheren muko-
salen Seroprévalenzen bei den Frauen. Dies wird teilweise auch in anderen Studien be-
richtet, wie in Publikation 2, Seite 54 erlautert und anhand diverser biologischer Fakto-
ren, wie beispielsweise Epithelunterschieden der Infektionsstelle, diskutiert. Der Ge-
schlechtsunterschied war bei KiGGS mit Ausnahme von HPV-6 nicht vorhanden. Im
Vergleich zu den mukosalen HPV-Typen wurden weder im BGS98 noch in KiGGS Ge-
schlechtsunterschiede in der Hohe der kutanen HPV-Seropravalenzen nachgewiesen.

GIBT ES EINEN ALFTERSERSCHIED DER-BPROPRAVALENZEN
Der hauptsachlich bei Frauen beobachtete leichte Anstieg der HPV-HR-Seroprévalenz

in den jingsten Altersgruppen war zu erwarten und spiegelt den Beginn bzw. die Zu-

nahme der sexuellen Aktivitat wider und stimmt auch mit anderen Seropravalenzstudien
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Uberein (27). Eine bereits relativ hohe HPV-HR-Seropravalenz von fast 10% bei den
18i 24-Jahrigen unterstreicht dabei die Bedeutung der Impfung in jungen Jahren, insbe-

sondere vor dem sexuellen Debiit.

Betrachtet man die serologischen Ergebnisse bei Kindern und Jugendlichen im KiGGS-
Basis Survey, so konnte doch eine gewisse Antikdrper-Hohe bestimmter mukosaler
HPV-Typen, wie HPV-6, HPV-11, und HPV-31, bei Kindern im mittleren Alter beobach-
tet werden 1 in einer Alterspanne tber dem Alter des Vorhandenseins mutterlicher
(durch eine potentiell vertikale Ubertragung erworbener) Antikérper und unter dem Alter,
in dem sie bereits sexuell aktiv sind und HPV-Antikérper durch sexuellen Kontakt ent-
standen waren. Vergleicht man die Daten mit anderen Studien, so zeigt sich zumindest
bei HPV-6-DNA Studien ein &hnlicher Trend mit hohen Pravalenzen bereits bei den

jungsten Altersgruppen (28).

Eine HPV-16-Antikérper-Zunahme zeigte sich in unserer Studie ab etwa 14 Jahren, ent-
sprechend des Beginns sexueller Aktivitaten, wie es auch von vielen anderen Studien
gezeigt wurde (29-31). Diese Altersverteilung wurde auch bei den meisten anderen mu-
kosalen HPV-Typen beobachtet. Im Vergleich zu den kutanen HPV-Typen zeigten die
meisten Kinder jedoch eher niedrige mukosale Seropravalenzen. Trotz der im allgemei-
nen niedrigen mukosalen HPV-Seropravalenzen bei Kindern und Jugendlichen, zeigen
die vorliegenden Ergebnisse jedoch, dass bereits Kinder vor der Pubertéat gegeniber
HPV-HR-Typen exponiert waren. Dies wurde bereits in anderen Studien beobachtet
und kann nicht allein, wie urspriinglich gedacht, auf Ubertragungen durch sexuellen
Missbrauch erklart werden, wie von Syrjanen (2010) diskutiert (7). Hier missen diverse
Ubertragungswege, wie pre- und perinatale, horizontale Ubertragungen, aber auch die
sogenannte Autoinokulation, also die Selbstinfektion anderer bisher noch nicht infizier-

ter Korperstellen, in Betracht gezogen werden (7).

Die Ergebnisse der typ- und altersspezifischen Seropravalenz von kutanen HPV-Typen
bei Erwachsenen waren vergleichbar mit anderen Studien mit einem altersbedingten
Anstieg der meisten kutanen HPV-Typen mit Ausnahme von HPV-1 (32, 33). Da HPV-
1- und HPV-4-bedingte Warzen bei Kindern und Jugendlichen sehr haufig vorkommen,
war die hohe Préavalenz von HPV-1 und HPV-4 bei den jingsten Teilnehmenden des
Erwachsenensurveys zu erwarten (32). Dieser Trend entspricht der typischen Verbrei-

tung von HPV-assoziierten Warzen, wie bereits zuvor beschrieben.
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WELCHE SOZIODEMOGRAPHISCHEN UND VERHALTENSBASIERTEN FAKTOR
SIND MIT EINER HBEROPOSITIVITAT ASSOZIIERT?

In der Analyse von HPV-Risikofaktoren bei den Erwachsenen waren sowohl STI+ als
auch die Anzahl bisheriger Sexualpartner*innen die starksten Faktoren, die mit der
HPV-16-Seropositivitat assoziiert waren, wie auch in anderen Studien gezeigt und in
Publikation 2, Seite 54 diskutiert.

Bei den Kindern und Jugendlichen war das Alter am starksten mit HPV-16-Seropositivi-
tat assoziiert, was, wie bereits von anderen Studien gezeigt, auf den Beginn des Sexu-
allebens hinweist. Daneben war der Wohnort in Westdeutschland im Vergleich zu Ost-
deutschland ebenfalls mit einer héheren HPV-16-Seropravalenz assoziiert. Da dies so-
wohl bei den mukosalen HPV-Typen 6, 11, 16 and 18 als auch im HPV-kut-Modell ge-
zeigt werden konnte, konnte dies regionale und kulturelle Unterschiede zwischen der
BRD und der DDR (1949 bis 1990) widerspiegeln, welche auf unterschiedliche Weise
Einfluss auf die Ubertragungswege (auch in Bezug auf andere Infektionskrankheiten,
siehe Publikation 1) haben kdnnten. Wenngleich regionale Seroprévalenz-Unterschiede
bekannt sind, kdnnen hierfir keine konkreten Erklarungen gegeben werden und miss-

ten ggf. weitergehend mit Hilfe verhaltensbasierter Analysen untersucht werden.

1.5.2. CMV(SEROEPIDEMIOLOGIEEBRVACHSENEN

WIE HOCH IST DIE SEROPRAVALENZ VANTKORPERN IN DER DEHHISC
BEVOLKERUNG?

Vergleicht man die von uns im BGS98 gemessene CMV-Seropravalenz der Erwachse-

nen in Hohe von 57% mit anderen europaischen Landern, wie Portugal, Schweden oder

Kroatien, so finden sich dort etwas héhere Pravalenzen von 771 83% (34-36).

GIBT ES EINEN GESCHLBIMITERSCHIED DER GQ¥ROPRAVALENZ?
Bei CMV konnte im Vergleich zu HPV ein starker geschlechtsspezifischer Unterschied

mit hdheren Seropravalenzen in Frauen im Vergleich zu Mannern gezeigt werden, wel-

cher sich auch in anderen Studien widerspiegelt (37, 38).

GIBT ESEEN ALTERSNTERSCHIED DER GHEROPRAVALENZ?
CMV-Seropravalenz nahm mit zunehmendem Alter fast stetig zu. Betrachtet man allein

Frauen im gebarfahigen Alter (187 45 Jahre), so waren etwa 52% CMV-seropositiv.
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WELCHE SOZIODEMOGRAPHISCHEN UND VERHAERHESBAAKTOREN
SIND MIT EINER CI8ZROPOSITIVITAT ASSOZIIERT?

In unserer Studie war Alter einer der beiden starksten unabhangigen Faktoren, die so-
wohl bei Frauen als auch Mannern mit einer CMV-Seropositivitat assoziiert waren. Der
Anstieg der CMV-Seropravalenz mit zunehmendem Alter ist bekannt und resultiert aus
einer lebenslangen, kumulativen CMV-Exposition. Der andere Faktor war das Geburts-
land auf3erhalb Deutschlands. Landerspezifische Seropréavalenzunterschiede kénnen
durch Unterschiede in der Haufigkeit der wichtigsten Expositionen im Zusammenhang
mit der CMV-Ubertragung erklart werden: Haufigkeit und Dauer des Stillens, Bevolke-
rungsdichte, Kinderbetreuungseinrichtungen und Sexualverhalten (10). Beide Assozia-

tionsfaktoren wurden auch bereits in Studien aus anderen Landern nachgewiesen (39).

1.5.3.STARKEN UNDMITATIONEN

SEROLOGIE VON HPV
Die Analyse von HPV-Antikdrpern ist eine anerkannte Methodik zur Messung kumulati-

ver HPV-Exposition. Allerdings gibt es einige Limitationen zur Aussagekraft serologi-
scher Analysen und Ergebnisse, die in der Interpretation auch der vorliegenden Daten

stets mitbedacht werden mussen.

HPV-Serologie fihrt zum einen grundsétzlich zu einer Untererfassung der tatsachlichen
HPV-Exposition, da nicht alle Menschen nach einer HPV-Infektion auch serokonvertie-
ren und daruber hinaus auch das Antikdrper-Waning mit in Betracht gezogen werden
muss (40, 41). Hinzukommt, dass sich sowohl die Latenzzeit, die Serokonversionsrate
als auch das Ausmald des Antikdrper-Wanings je nach HPV-Typ, aber auch nach Ge-
schlecht und Alter der infizierten Person oder nach der jeweiligen Infektionsstelle unter-
scheiden koénnen, wie ausfihrlich in Publikation 2, Seite 54 und Publikation 3, Seite 79
diskutiert.

Zum anderen steht insbesondere die HPV-Serologie vor einer methodologischen Her-
ausforderung, da verschiedene Assays auch verschiedene Antigen-Aufbereitungen

(zum Beispiel der Virusartigen Partikel, VLP) und Grenzwert-Definitionen verwenden.
Somit gibt es diverse serologische HPV-Antikorper-Nachweismethoden, gleichzeitig

aber keine universell anwendbaren Referenzen bzw. Standard-Grenzwerte fir die un-
terschiedlichen HPV-Typen. Dies stellt nicht zuletzt auch eine Herausforderung in Be-
zug auf die Bedeutung der HPV-Serologie zur Evaluation von Impfeffektivitat dar (42).

Eine direkte Vergleichbarkeit zwischen serologischen HPV-Studien bleibt aus zuvor
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genannten Grinden schwierig, obgleich ein Vergleich verschiedener serologischer
HPV-Assays zeigen konnte, dass trotz der Unterschiede in der VLP-Qualitat und der
verwendeten Grenzwerte &hnlich spezifische Ergebnisse erreicht wurden (43). Der all-
gemeingiltige Nachteil der HPV-Serologie wurde von uns insofern beachtet, dass der
im Rahmen der Analyse benutzte und am DKFZ entwickelte Assay und die darin ver-
wendeten Grenzwerte bereits in anderen Studien verwendet und evaluiert wurden (23,
42-46).

Neben diesen methodologischen Herausforderungen muss aber auch beachtet werden,
dass die HPV-Seropravalenzen starke regionale und zeitliche Unterschiede aufweisen
kénnen, die durch die jeweilige Studienbevélkerung, deren Erhebungszeitraum, aber
auch die damit einhergehenden verhaltensbasierten Unterschiede, wie das Sexualver-
halten, beeinflusst werden. Dies wurde auch hinsichtlich der Seropravalenz-Unter-
schiede nach Wohnort im Rahmen unserer Regressionsanalysen festgestellt. Hinzu
kommt insbesondere bei Kindern, dass die Studienergebnisse stark von der Alterszu-
sammensetzung der Studienpopulation abhangen. Dies liegt vor allem am Umfang der
in die Analysen einflieBenden Daten von bereits sexuell aktiven Jugendlichen, die tber-
haupt erst die Mdglichkeit hatten, Gber den Hauptiibertragungsweg des sexuellen Kon-

taktes gegeniber dem Virus exponiert gewesen zu sein.

Eine weitere Einschrankung ist die potentielle Kreuzreaktivitat verschiedener verwand-
ter HPV-Typen, die entsprechend zu einer Uberschatzung der Seropravalenz einiger
Typen fuhren konnte. Wir konnten (wie in Publikation 3, Seite 75 beschrieben) jedoch
keine wesentlichen Kreuzreaktivitaten zwischen den verschiedenen HPV-Serotypen
feststellen, so dass wir davon ausgehen, dass die Mehrheit unserer Ergebnisse typspe-

zifische Seropravalenzen widerspiegelt.

Neben den genannten Herausforderungen der HPV-Serologie bietet die angewandte
Methodik jedoch auch Starken. Mit Hilfe des vom DKFZ entwickelten Multiplex-Assays
konnten zwei grol3e reprasentative Surveys und die darin insgesamt enthaltenen 18.774
Proben in einem Labor und vom gleichen Personal gleichzeitig auf Antikdrper verschie-
dener mukosaler und kutaner HPV-Typen untersucht werden. Durch die beiden metho-
dologisch als reprasentativ aufgestellten Bevilkerungssurveys konnten die serologi-
schen Ergebnisse mit entsprechenden soziodemographischen und verhaltensbasierten
Daten analysiert werden. Die Nutzung bereits erhobener Daten und darauf aufbauende

weiterfihrende Analysen stellen somit auch eine effektive und ressourcenschonende
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Generierung epidemiologischer Daten dar, aus denen wiederum potentiell neue Rick-

schliisse zu Public Health-MaRRnahmen geschlossen werden kdénnen.

Des Weiteren basieren HPV-Pravalenzdaten aus Deutschland zumeist auf DNA-Proben
(47-49). Bisherige (weltweite) HPV-Seropravalenzstudien fokussieren dagegen primar
auf die erwachsene Bevolkerung, oder ggf. noch Jugendliche (siehe Diskussion in Pub-
likation 3, Seite 78). Mit Hilfe der KiGGS-Daten und des Multiplex-Assays konnten nun
erstmalig serologische HPV-Daten von Kindern und Jugendlichen im Alter von 1i 17

Jahren in einem (reprasentativen) Umfang generiert und analysiert werden.

SEROLOGIE VON CMV
Im Vergleich zur HPV-Methodik liegt fur CMV eine Validitatsstudie des verwendeten As-

says mit einer jeweils hohen Sensitivitdt und Spezifitat vor. Die grol3te Starke der vorlie-
genden Studie i aquivalent zu den HPV-Daten i liegt damit in der Verwendung von be-
volkerungsbasierten reprasentativen Proben zur Bestimmung der CMV-Seropravalenz
und der damit moglichen Analyse soziodemographischer und verhaltensbasierter Risi-

kofaktoren.

Eine wichtige Einschrankung ist jedoch die begrenzte Ubertragbarkeit auf die aktuelle
CMV-Verbreitung in Deutschland aufgrund der relativ alten Datenbasis von BGS98.
Trotzdem kdnnen die Daten als wichtige Grundlage zu den zuvor genannten Public
Health-Mal3nahmen dienen, da sich die CMV-Seropravalenzen und vor allem die alters-
und geschlechtsspezifischen Unterschiede in den letzten 2071 25 Jahren wahrscheinlich
kaum grundlegend verandert haben, wie ausfuhrlich in Publikation 1, Seite 39 diskutiert.
Trotzdem waren aktuelle und longitudinale Studien zur Entwicklung von CMV in
Deutschland hilfreich. Gerade die serologischen Untersuchungen des BGS98 kdnnten
hierfur als Grundlage einer longitudinalen Analyse mit Hilfe des vom RKI in der Folge

durchgefuhrten Bevolkerungssurveys DEGS1 genutzt werden.

1.5.4 2USAMMENFASSUNG UNIISBLICK

Die vorliegenden Daten stellen die ersten reprasentativen Daten zur Seroepidemiologie
von einer groRen Auswahl mukosaler und kutaner HPV-Typen in Deutschland dar.
Durch die Verwendung der Bevdlkerungssurveys BGS98 und KiGGS, welche vor der
Einfuhrung der HPV-Impfung durchgefihrt wurden, konnten Basisdaten fir natirlich
und kumulativ erworbene typspezifische HPV-Exposition der deutschen nicht-geimpften

Bevolkerung generiert werden. Die Untersuchung typspezifischer HPV-Exposition tragt
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zum Wissensstand der bisherigen Verbreitung von HPV bzw. deren im Rahmen der
Studie untersuchten unterschiedlichen HPV-Serotypen in verschiedenen Bevolkerungs-
gruppen bei. Die Regressionsanalysen der Seropositivitat und deren Identifikation von
Risikofaktoren tragt ebenfalls zu einem erweiterten Kenntnisstand zu potentiellen Ri-

siko- und Préventionsfaktoren von HPV in Deutschland bei.

Fur Kinder und Jugendliche ist der Kenntnisstand zur HPV-Seroepidemiologie insbe-
sondere in Bezug auf die Relevanz des altersspezifischen HPV-Impfschemas von gro-
Rer Bedeutung. Bisherige Daten zur Impfabdeckung zeigen, dass die vollstandige HPV-
Impfung unter 15-jahrigen Madchen noch immer relativ gering ist, wenngleich sie bis
2018 auf 43% stieg (50). Aufgrund der leichten sexuellen Ubertragbarkeit von HPV wird
die Impfung fir M&dchen und Jugendliche grundsatzlich vor Beginn des Sexualitatsle-
bens empfohlen. Die Studienergebnisse zur HPV-Seropréavalenz zeigen jedoch, dass
bereits ein gewisser Anteil von Kindern tber HPV-Antikorper gegen impfpraventable
HPV-Typen verfugt, noch vor dem Beginn sexueller Aktivitat. Die hier gezeigte friihe
HPV-Exposition ware daher, als weiteres Argument einer friher ansetzenden HPV-Imp-

fung zu diskutieren (9).

Auch fur CMV stellt die vorliegende Publikation die erste reprasentative bevdlkerungs-
bezogene Studie zur CMV-Seroepidemiologie der deutschen erwachsenen Wohnbevol-
kerung dar. Die Daten tragen zum Verstandnis der Verbreitung von CMV in verschiede-
nen Bevolkerungsgruppen aber auch tber Risikofaktoren einer CMV-Exposition bei.
Dies ist insofern Public Health-relevant, als dass insbesondere kongenitale, also prana-
tale, CMV-Infektionen mit schweren Komplikationen und Gesundheitsrisiken fur die (un-
geborenen) Kinder verbunden sind, wie ausfihrlich in der Diskussion in Publikation 1,
Seite 39 beschrieben.

Im Unterschied zu HPV existiert bis heute jedoch kein zugelassener CMV-Impfstoff, ob-
gleich verschiedene CMV-Impfstoffe bereits in Entwicklung sind. Ein CMV-Impfstoff
hatte zum einen das Ziel, kongenitale CMV-Infektion zu reduzieren, zum anderen
konnte er aber auch dazu beitragen, die potentiell héheren Risiken einer CMV-Infektion
und deren gesundheitliche Auswirkungen unter Immunsupprimierten und der alteren
Bevolkerung zu minimieren (51). Um Public Health-Empfehlungen in Bezug auf die An-
wendungsstrategien eines potentiellen CMV-Impfstoffs zu entwickeln, sind reprasenta-
tive epidemiologische alters- und geschlechtsstratifizierte Daten tGber die bisherige

CMV-Verbreitung und Belastung durch CMV-Infektionen in der deutschen Bevolkerung
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unerlasslich. Da fur Deutschland bis dato keine solchen populationsbasierten Seropra-
valenzdaten fur CMV-Antikorper vorlagen, wurde die vorliegende Studie durchgefuhrt.
Die durch die Studie generierten seroepidemiologischen Ergebnisse zur Verbreitung der
kumulativen CMV-Exposition in der Bevolkerung in Deutschland kénnen daher im Rah-

men von Ubertragungsmodellen zukiinftige Impfstrategien unterstitzen.

Gleichzeitig mussen, solange eine Impfung nicht zur Verfigung steht, alternative CMV-
Praventionsmal3nahmen ergriffen werden. Dies ist umso wichtiger, da, wie in unseren
Ergebnissen dargestellt, etwa die Halfte der untersuchten Frauen im gebarfahigen Alter
noch CMV-seronegativ waren und somit weiterhin suszeptibel fir eine CMV-Infektion in
der Schwangerschaft waren. Gleichzeitig ist jedoch relativ wenig iber CMV in der Allge-
meinbevolkerung bekannt. Hier waren praventive Ma3nahmen wie Aufklarung zu CMV-
Infektionen, die Bedeutung und Folgen fir Kinder sowie Hygiene-spezifische Praventi-
onsaufklarung unter Schwangeren eine sinnvolle und notwendige Public Health Mal3-
nahme, solange keine zugelassenen Impfstoffe verfligbar sind. Insbesondere, da ein
CMV-Antikorpertest in der Schwangerschaft von den Krankenkassen in der Regel nicht
ubernommen wird. Zukinftige CMV-Seropravalenzstudien kdnnten hierbei ansetzen
und anhand aktueller Daten die Entwicklung von CMV-Seropravalenzen und ggf. Public
Health-MalRnahmen zur Vorbeugung von CMV-Infektionen insbesondere in Hochrisiko-

gruppen untersuchen und evaluieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten erfolgreich insgesamt tiber 18.000 Ruick-
stellproben von Erwachsenen, Kindern und Jugendlichen aus Deutschland auf HPV-
und CMV-Antikorper untersucht und die Ergebnisse weitergehend analysiert werden.
Die Ergebnisse konnen, trotz der zuvor beschriebenen bedingten Limitationen ihrer
Aussagekraft, unter anderem durch die Grof3e und Reprasentativitat der zugrunde lie-
genden Surveydaten einen wichtigen Beitrag leisten, den Wissenstand zu HPV und
CMV zu erweitern. Dartber hinaus kdnnen die Ergebnisse zur Evaluation und Anpas-
sung bestehender und zukiinftiger Public Health-MalRnahmen zur Pravention von HPV-
und CMV-Infektionen genutzt werden.
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Abstract

Background

Infection with cytomegalovirus (CMV) remains asymptomatic in most immunocompetent
hosts, but is the leading cause of congenital viral infection worldwide and can be life-threat-
ening in immunocompromised individuals. We aimed to assess CMV seroprevalence in a
nationally representative sample of adults in Germany and to identify sociodemographic fac-
tors associated with CMV seropositivity.

Methods

Blood samples from 6552 participants (18—79 years) of the “German National Health Inter-
view and Examination Survey 1998”, a population-based sample of the adult population

in Germany, were tested for the presence of CMV antibodies using an Ig-multiplex assay.
Weighted seroprevalence was calculated and weighted binomial regression was used to
identify factors associated with CMV seropositivity.

Results

Overall CMV seroprevalence was 56.7% (95%Cl: 54.8-58.7%), with a higher seropreva-
lence in women (62.3%) than in men (51.0%). Seroprevalence increased with age: from
31.8% t0 63.7% in men and from 44.1% to 77.6% in women when comparing the 18—29 with
the 70-79 year age-group, respectively. CMV seroprevalence in women of childbearing age
(18—45 years) was 51.7%. Factors significantly associated with CMV seropositivity were
age, country of birth, smoking status, education, living in northern Germany and number of
household members. In addition, having attended child care was associated with seroposi-
tivity in men, and number of siblings and living in East Germany in women.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200267 July 25,2018
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Conclusion

Our results indicate that half the women of childbearing age were susceptible for primary
CMV infection during pregnancy. CMV screening during pregnancy and informing seroneg-
ative women about CMV risk reduction measures could prevent congenital CMV infections
with its serious consequences.

Background

Cytomegalovirus (CMV) is a human herpesvirus which is prevalent worldwide with an esti-
mated seroprevalence of 45% to 100% in the general population [1]. After primary infection
the virus remains latent. Transmission can occur through contact with CMV-infected body
fluids both during primary infection or episodes of reactivation from latency. CMV infections
are usually asymptomatic in immunocompetent hosts but can cause life-threatening complica-
tions in immunocompromised individuals [2]. CMV infection is a major hazard in patients
with AIDS and other immune disorders, transplant recipients, individuals admitted to inten-
sive-care units, and to some extent in elderly people. However, the highest disease burden is
due to congenital CMV infection [2-4]. Worldwide, congenital CMV infection is the leading
cause of neurological damage in children and is associated with growth retardation, hearing
loss, permanent disabilities and microcephaly [5, 6].

Despite this considerable public health burden, few women are aware of congenital CMV
infection [7-9]. Educating women about CMV transmission and preventive hygiene behaviour
can significantly reduce primary CMV infections during pregnancy and thereby congenital
CMYV infections [10-14]. A vaccine would be necessary to significantly and permanently
reduce congenital (and other) CMV infections. To date, there is no licensed vaccine available
that protects against CMV. However, several vaccine candidates are currently being tested in
clinical trials [15-17]. A vaccine against CMV was classified as a top priority by "The National
Vaccine Advisory Committee" in the US in 2004, based on the estimation that the disease bur-
den of congenital CMV infection is as high as the disease burden due to congenital rubella
before the introduction of rubella vaccinations [18, 19]. Representative epidemiological data
on the CMYV susceptibility of the population are essential for decision making in the fields
of public health and primary prevention through immunization. Since there has been no pop-
ulation-based CMV-specific Ig seroprevalence data available for German adults, the aims of
this study were to estimate CMV seroprevalence in the adult population in Germany and to
identify socio-demographic and lifestyle factors that are potentially associated with CMV
seropositivity.

Methods
Study population

The German National Health Interview and Examination Survey 1998 (GNHIES98) was the
first nationwide representative survey on the health status of Germany’s adult population after
the German reunification in 1990. A nationwide two-stage clustered sample design with a
selection of study points was used. The sampling of the 120 study points was done with a prob-
ability proportional to community size and federal state. Persons aged 18-79 years stratified by
sex and age-group from the local population registers were subsequently sampled [20]. The net
sample of the GNHIES98 consisted of 7124 persons (response: 61%) from 120 study points.
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Subjects were eligible if they were familiar with the German language and were able to com-
plete the questionnaires.

Although there was no law or regulation on Ethic Committees in Germany at the time of
the conduct of the study, the study, including the analysis of the CMV-specific Ig data, was
approved by the Board of the Federal Commissioner for Data Protection Berlin, Germany.
The study was conducted according to the Federal and State Commissioners for Data Protec-
tion guidelines. Informed written consent and assent were obtained from all participants and
all data were fully pseudomized before analysis.

Survey methods

In total, 7124 participants were examined at local study centers and blood samples were taken
from a total of 6757 individuals (94.8%). For the study on CMV-specific Ig prevalence, blood
samples of 6552 (92.0%) participants were available. Information on socio-demographic and
lifestyle variables were obtained by standardized self-administered questionnaires. Place of res-
idence was categorized into North, Middle and South Germany (Region I) as well as into for-
mer East and West Germany (Region II). Country of birth was categorized as Germany or
other than Germany. Education was categorized into three levels (low, medium, high) accord-
ing to the “International Standard Classification of Education”. Smoking status was catego-
rized into never smoking, former smoking and current smoking. As a proxy for the number of
children, the number of people under the age of 18 currently living in the household was used,
since there were no data on gravidity or parity available. As a proxy for siblings, the number of
children grown up with was used.

Laboratory methods

Blood samples from the GNHIES98, which were stored at the Robert Koch Institute in Berlin
at -70°C, were shipped to the German Cancer Research Center (DKFZ) in Heidelberg, Ger-
many. Here, a multiplex serology assay was used to detect CMV-specific IgG, IgM and IgA
simultaneously. Antigen preparation and test methods were previously described elsewhere
[21, 22]. Briefly, plasma samples diluted 1:1000 were tested for antibodies against 4 human
CMV proteins (pp28, pp52, pp65 and pp150) bacterially expressed as glutathione S-transferase
(GST) fusion proteins. The multiplex antibody detection approach was based on a GST cap-
ture immunosorbent assay in combination with fluorescent bead technology (Luminex
Corporation, Austin, Texas) [22, 23]. The seropositivity threshold for each protein was set at a
median fluorescence intensity (MFI) of 150 units and an individual was defined as CMV sero-
positive if two or more CMV-specific proteins were above the threshold. A validation of the
CMV-specific multiplex assay was performed against Enzygnost anti-CMV/IgG and showed
excellent sensitivity and specificity values (Brenner et al. in preparation).

Data analysis

In order to assure that estimates derived from the GNHIES98 study are representative at the
national level, survey weights were applied throughout the statistical analyses which accounted
for the stratified and clustered sample design of the survey [20]. The survey weight takes into
account the region, sex, and age distribution of the population of Germany in the year of the
survey (1998). To ensure representativeness, the subpopulation with available data for CMV
serostatus was compared to the total GNHIES population.

Analyses were conducted in a stratified dataset, in which men and women were analysed
separately to account for gender differences. Univariate analysis was used to identify associa-
tions between sociodemographic factors and CMV seropositivity. Factors that were identified
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as possible influencing factors on CMV seropositivity in the literature and with a p-value
<0.20 in the univariate analysis were included in the multivariable weighted binomial regres-
sion model. Interactions between factors were taken into consideration in the multivariable
model. The final multivariable model included all factors that were associated with CMV sero-
positivity at a p<0.05 level in a forward stepwise selection approach. Results were expressed as
weighted crude and adjusted prevalence ratios (PRs) with their 95% confidence intervals (95%
CI). All analyses were done with STATA14.

Results
CMV seroprevalence in the adult population of Germany

The results are based on data from 6552 participants. Characteristics of the study population
are shown in Table 1. The study population was representative of the adult population in Ger-
many with an age range from 18 to 79 years and 51.5% of the participants being female. An
analysis showed no significant differences regarding sociodemographic factors between the
study population and the total GNHIES98 population (N = 7124).

Overall CMV seroprevalence in the adult population of Germany was estimated to be
56.7% (95% CI: 54.8-58.7%). In men, CMV seroprevalence was 51.0% (95% CI: 48.7-53.3%)
and in women 62.3% (95% CI: 59.8-64.6%) Seroprevalence increased with age (Fig 1). In men,
seroprevalence increased from 31.8% (95%CI: 27.3-36.8%) to 63.7% (95% CI: 55.6-71.1%)
when comparing 18 to 29 with 70 to 79 years old individuals. In women, seroprevalence
increased from 44.1% (95% CI: 38.8-49.5%) in 18 to 29 years old women to 77.6% (95% CI:
70.8-83.2%) in 70 to 79 years old women (Fig 1). In all age groups, CMV seroprevalence was
higher in women than in men. Estimated CMV seroprevalence was higher in North Germany
(Men: 52.4%, 95% CI: 48.4-56.5%; Women: 65.6% 95% CI: 61.4-69.6%) than in South Ger-
many (Men: 47.1%, 95% CI: 43.3-51.0%; Women: 57.1% 95% CI: 52.8-61.3%). Total CMV
seroprevalence in women of childbearing age (18-45 years) was 51.7% (95% CI: 47.8-54.3%).
The study population included 34 women pregnant at the time of study participation. Of
these, 13 (34%) were CMV seropositive.

Factors associated with CMV seropositivity

The weighted crude and adjusted PR for men and women can be found in Table 2. In the mul-
tivariable model mutually adjusted for all other variables, the following factors were associated
with CMV seropositivity in Germany in both, men and women: age (PR men: 1.02; women:
1.02), country of birth other than Germany (PR men: 1.76; women: 1.52;), current smoking
(PR men: 1.11; women: 1.11), living in northern Germany (PR men: 1.15; women: 1.11), the
number of household members under the age of 18 years (PR men: 1.09; women: 1.05;), and
the level of education (PR men: 0.82; women: 0.90) (Table 2). Some factors were only associ-
ated with CMYV seropositivity either in men or in women: attended child care during child-
hood (PR 0.91) was negatively associated with CMV seropositivity in men only, whereas in
women, the number of siblings grown up with (PR 1.01) and living in East Germany (PR 1.14)
were positively associated with CMV seropositivity. No significant terms of interaction
between variables were identified. Residence in urban or rural regions and working with chil-
dren (e.g. teacher, working in a kindergarten) was not associated with seropositivity in men or
women, neither in uni- nor in multivariable analysis. Some variables that have been shown to
be associated with CMV seropositivity in other studies, such as the number of sexual partners
or income (and thereby socioeconomic status) were not included in this analysis because these
variables were only available for less than 60% of the participants. The number of pregnant

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200267 July 25, 2018 4/12



O PLOS | one

DISSERTATIGN 9wh9t L59aLh[ hDL9

CMV seroprevalence in Germany

Table 1. Study population characteristics, CMV seroprevalence study, GNHIES98, Germany (n = 6552

participants).
Variables N %
Total 6552 100
Age in years 17-29 1166 17.8
30-39 1450 22.1
40-49 1226 18.7
50-59 1270 19.4
60-69 940 14.4
70-79 500 7.6
Sex Male 3172 48.4
Female 3380 51.6
Country of birth German 5769 88.0
Other 606 9.3
Missing 177 2.7
Smoking status Never smoking 2907 44.4
Previous smoking 1395 213
Current smoking 2097 21
Missing 153 2.3
Region I in Germany North 1679 25.6
Middle 3008 45.9
South 1865 285
Region Il in Germany East 2232 34.1
West 4320 65.9
Education Low 1121 17.1
Middle 3668 56
High 1587 24.2
Missing 176 2.7
Attended child care Yes 3224 49.2
No 3140 47.9
Missing 188 2.9
No of household members <18 yrs 0 4136 63.1
>=1 2233 34.1
Missing 183 2.8
No of children grown up with 0 926 14.1
>=1 5442 83.1
Missing 184 2.8
CMV serostatus Negative 2867 433
Positive 3685 56.7

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200267.t001

women (N = 34, age 20-41 years, median age 32 years) in this study was too small for further

analysis.

Discussion

This is the first nationwide, representative CMV serosurvey in the adult population of Ger-
many. Although these sera were collected in 1998, this population based CMV seroprevalence

data are an important source for epidemiological modelling and they will serve as baseline

data of longitudinal surveys in the future. In this study, 51% of men and 62% of women were
positive for CMV-specific Ig; these data are comparable to seroprevalence data from France
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Fig 1. Estimated CMV seroprevalence (in percent) and 95% CI in adults in Germany, by age group and sex. In addition, overall
seroprevalence and 95% CI by sex (men = light grey, women = dark grey) are shown on the right. Germany, n = 6552, sera collected 1998-1999.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200267.9001

Table 2. Results of univariable (crude PR) and multivariable model (adjusted PR) with CMV seropositivity as the dependent variable; data set stratified by gender;
Germany (sera collected 1998-1999, n = 6552).

Variables Men Women
Crude PR (95%CI) Fully adjusted PR (95%CI)* Crude PR (95%CI) Fully adjusted PR (95%CI)*
Age in years Country of Birth 1.01 (1.01-1.02) 1.02 (1.01-1.02) 1.01 (1.01-1.01) 1.02 (1.01-1.02)
Germany 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref)
Other | 1.85(1.70-2.02) 1.76 (1.62-1.92) 1.50 (1.41-1.60) 1.52 (1.41-1.63)
Smoking status Non-smoking 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref)

Previous smoking

1.27 (1.15-1.42)

1.10 (1.00-1.21)

0.92 (0.84-1.01)

1.02 (0.94-1.11)

Smoking 1.11 (1.00-1.23) 1.11 (1.01-1.21) 0.95 (0.88-1.02) 1.12 (1.04-1.20)
Region I in Germany South 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref)
Middle | 1.13 (1.02-1.25) 1.15 (1.05-1.27) 1.13 (1.03-1.23) 1.08(0.98-1.19)
North | 1.11 (1.00-1.24) 1.16 (1.04-1.29) 1.15 (1.04-1.27) 1.13 (1.03-1.24)
No of household members <18 yrs 1.03 (0.99-1.07) 1.07 (1.03-1.12) 0.96 (0.92-1.00) 1.05 (1.01-1.09)
Education Low 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref)
Middle | 0.74 (0.67-0.81) 0.85 (0.77-0.93) 0.78 (0.73-0.83) 0.92 (0.86-0.98)
High 0.75 (0.66-0.84) 0.82 (0.72-0.92) 0.77 (0.70-0.85) 0.90 (0.82-1.00)
Attended child care No 1 (Ref) 1 (Ref) 1 (Ref) ns
Yes|  0.71 (0.65-0.78) 0.91 (0.83-1.00) 0.81 (0.75-0.87)
Region II in Germany West 1 (Ref) ns" 1 (Ref) 1 (Ref)
East 1.02 (0.93-1.11) 1.15 (1.04-1.19) 1.15 (1.08-1.23)
No of children grown up with 1.07 (1.05-1.09) ns* 1.02 (1.01-1.03) 1.01 (1.00-1.02)

* Mutually adjusted for all other variables in the model,

* ns = Variables were not significantly associated with CMV seroprevalence in the final model and therefore excluded

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200267.t002
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and the Netherlands [24, 25]. In contrast, populations in Portugal (77%), Sweden (83%) and
Croatia (77%) seem to have slightly higher CMV seroprevalence [26-28].

In our study, age and country of birth were the most prominent independent factors associ-
ated with CMV seropositivity as it was shown in studies from other countries [1, 29, 30]. The
increase of CMV seroprevalence with age is well known and results from cumulative exposure
to CMV throughout life. The association between country of birth and CMV seroprevalence
has been shown previously [1, 25, 31, 32]. Seroprevalence differences between countries may
be explained by differences in the prevalence of key exposures related to CMV transmission:
breastfeeding frequency and duration, crowding, childcare arrangements and sexual behav-
iours [1].

CMV seroprevalence is usually higher in women than in men, which indicates that the
exposure to CMV might be partially different between genders. In most publications investi-
gating factors associated with CMV seropositivity, gender is being adjusted for but not ana-
lysed separately. Using the stratified approach for gender the results shown here indicate that
factors associated with CMV seropositivity indeed varied partially between men and women.
The number of siblings was associated with CMV seropositivity only in women and not in
men. One reason may be different playing behaviours and traditional role patterns, with
women having been more involved in caring for their siblings in childhood and therefore
more exposed to CMV shed by young children. In line with the high risk of CMV transmission
from young children, the number of household members under the age of 18 years was associ-
ated with CMV seropositivity. Since the number of children raised was not available, the vari-
able “number of household members under the age of 18 years” was used as a proxy. However,
this proxy probably underestimated the real number of raised children. Young children consti-
tute a well-known source of CMV because they often excrete large amounts of virus in their
saliva and urine for a long time and therefore attending childcare is usually associated with
higher CMV seroprevalence [30, 32, 33]. It is unclear, why in our study having attended child-
care was not associated with CMV seropositivity in women and was associated with lower
CMV seropositivity in men. In the past, child care settings differed in East and West Germany
and also changed over time hindering interpretation. As in other studies, higher education was
inversely associated with CMV seropositivity in this study [24, 25, 32, 34, 35]. Moreover it is
known that smoking has an influence on the immune system and thereby on viral infections
[36]. As in our study, smoking has also been shown to be associated with CMV seropositivity
previously but it is still unclear if smoking has a direct effect on CMV infection or if it is a
proxy for other lifestyle factors [37, 38]. Our results indicate that there were significant
regional differences in the CMV seroprevalence in Germany as has been shown for other
countries [25, 26, 39]. More lifestyle and behavioural data would be necessary to investigate
what causes these regional differences.

In our study 51.7% of women of childbearing age were estimated to be CMV seropositive;
thus, around half of women aged 18 to 45 years were susceptible for primary CMV infection.
However, congenital CMV infections can occur both as a result of primary infection and after
a reinfection or reactivation of latent CMV infection. A meta-analysis of Kenneson et al. esti-
mated that 32% of primary infections and 1.4% of recurrent infections during pregnancy lead
to congenital infection [40]. Due to high CMV seroprevalence globally, seropositive mothers
account for the majority of CMV-induced permanent disabilities in children, even though
the risk for congenital infection is higher in primary infections [40]. However, due to the
relatively low seroprevalence, in Germany primary CMV infections during pregnancy are epi-
demiologically more important than reinfections and reactivation in CMV-seropositive preg-
nant women [41]. In a recent literature review Buxmann et al. estimated that annually 700
1400 children in Germany suffer from severe permanent disabilities due to congenital CMV
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[41]. Primary CMV infection (and probably reinfections) can be reduced significantly if
women are educated about CMV transmission and preventive hygiene behaviours [10-14].
Despite the high disease burden, few women are aware of the risk of congenital CMV infection
and CMV screening is not part of routine antenatal test [7-9, 42, 43]. If informed about pre-
ventive measures, women showed positive attitudes toward CMV prevention behaviours and
perceived them as feasible [8]. These CMV prevention behaviours include washing hands after
exposure to young children’s bodily fluids, not sharing food, cups, or other utensils with chil-
dren, not putting a pacifier in the mouth after it had been in a child’s mouth, and not kissing
children on the lips [8, 14]. The results from this study suggest that many women of child-
bearing age are at risk of primary CMV infection and that there are no easily identifiable high-
risk groups.

To date, there is no vaccine available that prevents primary or reactivation of CMV infec-
tion even though a vaccine would be the best chance to reduce the burden of CMV infection.
However, several vaccine candidates are in clinical development, and a vaccine against CMV
was classified as a top priority by “The National Vaccine Advisory Committee” in the US in
2004 which has triggered commercial interest [15-19]. In order to develop public health rec-
ommendations regarding the use of a CMV vaccine once available in the future, representative
epidemiological data on the susceptibility of the population and the burden of CMV infection
are essential. Since there are no population-based seroprevalence data for CMV antibodies
available for Germany, the present study was conducted. Knowledge about population-based
age-stratified CMV prevalence is necessary for the design of age-specific vaccination strategies
[44]. Therefore population based surveys, such as the GNHIES98, provide useful seropreva-
lence data to be included in transmission models and to inform future vaccination strategies.
Beyond the primary goal of reducing congenital CMV infection, the reduction in CMV trans-
mission achieved by CMV vaccination could have further indirect benefits in terms of lower-
ing CMV incidence in the immunocompromised and the elderly in an ageing population [44].
Meanwhile, CMV screening during pregnancy and educating women about CMV risk reduc-
tion measures could reduce congenital CMV infections with its serious consequences.

CMYV seropositivity in our study was measured by GST-based multiplex serology assay
which showed excellent sensitivity and specificity values in a validation study but may not be
identical to estimates measured using other assays. The use of an assay which detects IgG, IgA
and IgM simultaneously achieves high sensitivity but unfortunately it is not possible to analyse
the different Ig-classes separately.

A major strength of this study was the use of a representative population-based sample to
determine CMYV seroprevalence. Because of the large sample size and the population-wide
weighted sampling procedure the study also had sufficient statistical power to enable a
reliable multivariable analysis of factors associated with CMV seropositivity. Even though a
weighting factor was used in the analysis and a high response of 61% among eligible persons
was achieved, some bias might be present since institutionalized persons and persons with
inadequate German language skills were excluded. For this reason, the subpopulation of
migrants in this study is not representative for migrants in Germany. In addition, for some fac-
tors, the individual status at the time of the survey may not reflect past exposure.

One important limitation is the age of the data used for this study. The sera were collected
in 1998 and the CMV seroprevalence in the present population in Germany might have
changed since then. Even though it can be assumed that CMV seroprevalence did not change
substantially in the last 20 years (due to the long co-evolution between humans and human
CMYV [45]), further seroprevalence studies are necessary to confirm CMV seroprevalence in
the present population in Germany. Due to changing circumstances (German reunification),
lifestyle and behaviours (e.g. higher level of mobility of people moving around Germany,
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higher rate of children visiting day-care facilities) might have changed substantially in the pop-
ulation of Germany over the last 20 years which might affect CMV seroprevalence as well.
Especially the immigration of refugees in the recent years should be considered in future sur-
veys. Studies in the US showed no changes in the CMV seroprevalence of the total population,
whereas studies in pregnant women only showed decreasing seroprevalence in Japan and
increasing CMV seroprevalence in Norway [39, 46-48]. Since the participants in GNHIES98
constitute the baseline cohort for health interviews and examinations that were conducted in
2008-2011, the results from this study could also provide an excellent baseline for a longitudi-
nal serosurvey. Longitudinal analysis would be essential to investigate if CMV seroprevalence
changed over the last 20 years and if so which factors were associated with it.

Conclusion

In conclusion, our study constitutes the first population-based seroprevalence data based on a
large sample representative for the adult population living in Germany. These data indicate
that a substantial proportion of women in childbearing age were susceptible to primary CMV
infection. Further seroprevalence studies with more recent data are necessary to evaluate CMV
seroprevalence in the German population and to better understand the epidemiology of CMV
infection. As long as no effective vaccine is commercially available, the primary prevention
measure should be educating women about CMV risk reduction measures.
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