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RESUMEN

Introduccién: existen numerosas técnicas tanto comerciales o caseras, para la
deteccion de infecciones por papilomavirus humano. Para detectar infecciones
multiples se requieren técnicas robustas con alta sensibilidad y especificidad.
Objetivos: implementar un protocolo de reaccion en cadena de la polimerasa
anidada-multiple para la deteccion y tipificacion de papilomavirus humano en
muestras anogenitales de hombres ecuatorianos.

Métodos: Se estudiaron 29 muestras de cepillado de la regidon anogenital de
hombres ecuatorianos, residentes en dos regiones del pais (25 muestras de pene y
4 muestras de la mucosa anal de pacientes con condilomas anales). El protocolo se
aplico utilizando cebadores dirigidos a las regiones conservadas de los genes virales
E6/E7, para una primera reaccion en cadena de la polimerasa. En la segunda
reaccion en cadena de la polimerasa, anidada-multiple, se usaron cebadores
especificos agrupados en 3 mezclas de 4 genotipos, lo que permitio la
discriminacién de genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico, por la talla del
producto amplificado.
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Resultados: se obtuvo el 59 % de muestras positivas (17/29) con predominio de
los siguientes genotipos: papilomavirus humano 43 (31 %), 16 (28 %), 6/11

(24 %), 42 (24 %), 58 (14 %) y 52 (10 %). Se observd un mayor porcentaje de
muestras con infeccidon por un solo genotipo (41 %; 7/17), seguido de infeccion
multiple con méas de 3 genotipos (29 %; 5/17), con 2 genotipos (18 %; 3/17) y con
3 genotipos (12 %; 2/17).

Conclusiones: el protocolo aplicado es especifico para los genotipos de
papilomavirus humano analizados. El uso de cocteles de cebadores con varios
genotipos permite la discriminacion de estos, lo cual demuestra que la técnica
aplicada es util para su uso en el diagnéstico de 12 genotipos diferentes de
papilomavirus humano.

Palabras clave: virus papiloma humano; E6/E7; RCP anidada-multiple; hombres;
Ecuador.

ABSTRACT

Introduction: there are a large number of techniques, both commercial and in
house, for detection of human papillomavirus infection. To detect multiple
infections, robust techniques are required which provide high sensitivity and
specificity.

Objectives: implement a nested multiplex polymerase chain reaction protocol for
detection and typing of human papillomavirus in anogenital samples from
Ecuadorian men.

Methods: a study was conducted of 29 samples obtained by anogenital brushing
performed Ecuadorian men from two regions in the country (25 samples from the
penis and 4 from the anal mucosa of patients with anal condylomata). The protocol
was applied using primers aimed at conserved regions of viral genes E6/E7 for an
initial polymerase chain reaction. For the second polymerase chain reaction, nested
and multiplex, specific primers were grouped in three cocktails of four genotypes,
making it possible to discriminate high from low oncogenic risk genotypes, based
on the size of the amplified product.

Results: 59 % of the samples were positive (17/29) with a predominance of the
following genotypes: human papillomavirus 43 (31 %), 16 (28 %), 6/11 (24 %), 42
(24 %), 58 (14 %) and 52 (10 %). A higher percentage of samples were found to
be infected by a single genotype (41 %; 7/17), followed by multiple infection by
more than three genotypes (29 %; 5/17), two genotypes (18 %; 3/17) and three
genotypes (12 %; 2/17).

Conclusions: the protocol applied is specific for the human papillomaviruses
analyzed. Use of cocktails of primers with several genotypes makes it possible to
discriminate the latter, demonstrating that the technique applied is useful for
diagnosing 12 different human papillomavirus genotypes.

Keywords: human papillomavirus; E6/E7; nested multiplex PCR; men; Ecuador.
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INTRODUCCION

La infeccion por papilomavirus humanos (PVH) constituye la infeccidon de
transmision sexual (ITS) mas frecuente a escala mundial y es la condicién
necesaria para el desarrollo de cancer cervicouterino.-3 Estos virus infectan tanto a
mujeres como a hombres; en estos ultimos, asociados principalmente a condilomas
anogenitales y a neoplasias intraepiteliales de pene y de ano.*® Se han descrito
mas de 120 genotipos de PVH con tropismo para epitelios escamosos estratificados.
Los PVH transmitidos por via sexual son alrededor de 40, agrupados en PVH de
bajo riesgo oncogénico (PVH-BR) y de alto riesgo oncogénico (PVH-AR). Los
genotipos de PVH-BR 6 y 11 causan comunmente condilomas anogenitales en
hombres y mujeres. Los genotipos de PVH-AR tienen mayor incidencia en los
procesos neoplasicos y de ellos, el PVH 16 es el mas frecuente a escala global.®
Durante varios afios, la infeccion por PVH en hombres se considerd con escasa
relevancia médica. En algunos estudios se ha asociado la infeccion por PVH, en
hombres, con: condilomas genitales, neoplasia intraepitelial anal (NIA), cancer de
pene, cancer anal, cancer oro-faringeo, cancer de préstata y uretra.”® Las
asociaciones mas estudiadas y comprobadas son con el cancer de pene, de laringe
y con el cancer anal.10-12

El método mas utilizado para la deteccion de PVH, tanto en hombres como en
mujeres, es la amplificacion de acidos nucleicos mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP) y sus variantes. Mediante la RCP puede detectarse
un solo genotipo de PVH o pueden detectarse varios tipos simultaneamente, ya sea
utilizando una mezcla de cebadores especificos o empleando cebadores
degenerados o consenso. Luego de la amplificacidon, los genotipos pueden
identificarse mediante secuenciacion nucleotidica, andlisis con enzimas de
restriccion, hibridacidon con sondas especificas o por una RCP adicional con
cebadores especificos.*3

En Ecuador, no existen investigaciones que aporten datos sobre la infeccidon por
PVH en hombres. Solamente se reportan casos desde el punto de vista clinico, sin
que se haya realizado el diagnéstico confirmatorio de la infeccién, mediante
estudios moleculares.

El objetivo del presente trabajo fue implementar un protocolo de RCP anidada-
multiple para la deteccion vy tipificaciéon de genotipos de alto y bajo riesgo
oncogénico de PVH, como técnica para identificar los genotipos circulantes en
muestras de hombres ecuatorianos.

METODOS

MUESTRAS CLINICAS

Los especimenes clinicos consistieron en 29 muestras anogenitales de hombres:
25 muestras de células epiteliales del pene y 4 muestras de células del canal anal
de pacientes con condilomas anales. La toma de la muestra se realiz6 utilizando un
cepillo de cerdas semirrigidas que se emplea comunmente para efectuar cepillado
del canal endocervical. Previamente se rocio toda el area anatomica del pene con
solucién salina, el cepillo se roté suavemente, 360° para obtener exfoliacion
epitelial. Se inici6é en el glande hasta la zona de transicion mucosa-piel del tercio
anterior del cuerpo del pene. El cepillo se colocé en el interior del frasco para su
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conservacion y almacenamiento en el medio adecuado (Sure Path. Burlington, NC
27215 USA). En la regién anal se realiz6 la toma de la muestra con el mismo
procedimiento, pero con un hisopo de algodén. La toma tuvo lugar en posicion
mahometana con maniobra de Valsalva para exponer el epitelio y evitar una
eventual erosion. En el area del canal anal, no rociada con solucién salina, se
exfolio el epitelio con cepillo a 1,5 cm de profundidad con 3 giros inversos de 360°.
Se completd el procedimiento como esta descrito anteriormente. Las muestras se
codificaron y se almacenaron manteniendo la cadena de frio a -20 °C hasta su
procesamiento.

OBTENCION DEL ADN DE LAS MUESTRAS CLINICAS

Para la extraccién del ADN se utilizé el estuche comercial AxyPrep Multisource
Genomic DNA Miniprep (Axygen, Biosciences, CA. EE. UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Cuidadosamente, el material exfoliado, se resuspendi6
en 350 uL de solucién salina tamponada (PBS), mediante rotacion adhesiva de los
hisopos a la pared del tubo y se adicion6 1 pL de ARNasa A. De inmediato, se
realizaron todos los pasos recomendados. El ADN extraido, se eluy6 en 100 pL de
agua ultra pura y se conservo a -20 °C.

CEBADORES EMPLEADOS PARA LA DETECCION Y TIPIFICACION DE PVH

Se realiz6 la deteccion de los PVH-BR 6/11, 42 y 43; y de alto riesgo oncogénico
PVH-AR 16, 18, 31, 33, 39, 52, 58, 59 y 68. Para ello se utilizaron, en una primera
RCP, los cebadores sintéticos universales GPE6/E7: GP-E6-3F (sentido positivo);
GP-E7-5B y GP-E7-6B (sentido negativo) dirigidos a las regiones conservadas de los
genes virales E6/E7 (Integrated DNA Technologies, IA EE. UU.). En esta primera
RCP se amplificé un fragmento de 630 pares de base (pb). Para las RCP anidadas-
multiples se emplearon cebadores especificos de cada genotipo agrupados en 3
mezclas de 4 genotipos y los productos amplificados estaban en el rango entre 457
y 219 pb (Fig. 1). Las secuencias especificas de todos los cebadores y el protocolo
de la RCP fueron publicadas previamente por Sotlar y otros,'* en el 2004.

REACCIONES DE AMPLIFICACION

Todas las reacciones de amplificaciéon se llevaron a cabo en un volumen final de 50
ML que contenia 1X de la mezcla de reaccion 2X (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA EE. UU.); 250 uM de dNTPs (Promega, Madison, WI, EE.
Uu.); 1,5 mM de MgClz; 1 U de ADN polimerasa termoestable (AmpliTag DNA
Polymerase; Perkin-Elmer Cetus) y 10 uM de cada cebador.* Se utilizaron 5 pL de
ADN de las muestras clinicas en la primera RCP y 1 pL del producto de la primera
reaccion como blanco para las RCP anidadas-multiples.

Las condiciones de amplificacién para la primera reaccion con los cebadores GPEGE7
fueron: 1 ciclo a 94 °C 4 min, seguido de 40 ciclos de amplificacién a 94 °C 1 min,
40 °C 1 miny 72 °C 2 min; 1 ciclo final a 72 °C 10 miny 4 °C para la
conservacion.
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Fig. 1. Diagrama para el disefio de los cebadores. Se observa |la talla y posicion del
producto de la primera RCP con los cebadores GPEGEY. Tambien se observa la posicion
de los productos de amplificacion obtenidos con cebadores especificos mediante la RCP
anidada-multiple en relacion al genoma de PVH 16 (nimero de acceso AB889493). Los
cebadores para genotipos especificos de PVH estan organizados en 3 mezclas de 4
genotipos. Obsérvese la diferencia de tamarios en pares de base (pb) de los productos a
obtenerse tanto para los genotipos de bajo riesgo 06/11, 42 y 43 como para los
genotipos de alto riesgo, perfectamente diferenciables.

Las RCP anidadas-multiples con mezclas de cebadores especificos de cada genotipo
de PVH,* se llevaron a cabo con las siguientes condiciones: 1 ciclo a 94 °C 4 min,
seguido de 35 ciclos de amplificaciébn a 94 °C 30 sy 72 °C 45 s, 1 ciclo final a 72 °C
por 4 miny 4 °C para su conservacion. Se chequearon 10 pL de los productos
amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %, tefiido con colorante
para ADN (SYBR Safe DNA gel staining; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Para su visualizacién se utilizé un transiluminador de luz ultravioleta
(Spectroline®; Bi-O-VisionTM, Alemania).
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CONTROLES POSITIVOS

Se utilizaron como controles positivos, productos amplificados de muestras
endocervicales previamente caracterizadas mediante metodologia de hibridacién in
situ para tipificacion de PVH de alto y bajo riesgo oncogénico, gentilmente donadas
por la Universidad Estatal de Cuenca y Hospital SOLCA-Portoviejo, Ecuador.

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA

Los productos amplificados que resultaron positivos mediante las RCP anidadas-
multiples, se purificaron con el sistema Wizard®; SV Gel and PCR Clean-Up
(Promega, Madison, WI, EE. UU.). Dichos productos se secuenciaron en la empresa
MACROGEN (Seoul, Korea). Para ello se emplearon los mismos cebadores
especificos de los genotipos para los cuales cada muestra habia resultado positiva.
En las muestras positivas para mas de un genotipo se utilizaron los cebadores
especificos para cada genotipo de PVH, que se emplearon en las reacciones de
amplificacion, utilizando la tecnologia BigDye®; Terminator versién 3.1 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Las secuencias obtenidas se analizaron y
editaron con la herramienta bioinformatica Bioedit *° y el programa de andlisis
filogenético molecular evolutivo (MEGA) versiéon 6.01.%¢ Dichas secuencias se
compararon con varias de las secuencias de referencia internacional, disponibles en
la base de genes GenBank (http://www.ncbi.nih.gov) y se alinearon mediante
BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool) para definir el genotipo de
PVH presente en cada muestra clinica.

ANALISIS FILOGENETICO

La distancia genética entre las secuencias de las muestras ecuatorianas y las de
referencia se calculé con el programa MEGA 6 versién 6.01.%6 El arbol filogenético
de las secuencias obtenidas a partir de muestras que presentaron un solo genotipo
(7 muestras) se construyé empleando este mismo programa, mediante el modelo
Kimura-2-parametros y el método estadistico Neighbor-Joining con un analisis de
remuestreo (bootstrap) de 10 000 réplicas. En todos los casos positivos mediante
RCP anidada-multiple, la secuenciacion nucleotidica se utilizé para confirmar los
resultados obtenidos mediante el protocolo de RCP aplicado.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Hospital "Luis Vernaza" de
Guayaquil. En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado de los sujetos
para participar en la investigacion. Se comunicé que la investigacion se realizaria
teniendo en cuenta los principios éticos de la Declaracion de Helsinki sobre
investigacion clinica en humanos. Se les informd las ventajas de participar en el
estudio y que podian retirarse del mismo en el momento que lo desearan.

RESULTADOS

Se obtuvieron resultados satisfactorios cuando se aplicé la RCP con cebadores
universales de la region GPE6/E7, asi como con la aplicacion de las RCP anidada-
multiples con cebadores especificos para cada genotipo. Se logré amplificar
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fragmentos de ADN viral para los genotipos especificos de PVH de alto y bajo riesgo
oncogeénico, a la talla esperada, cuando se aplicé la metodologia a controles
positivos a partir de muestras previamente tipificadas mediante el método de
hibridacion in situ (Fig. 2).

MPM: marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder): linea 1: muestra
positiva a genotipos 16 (457 pb) v 68 (333 pb); lineas 2 y 3: muestras positivas a2 genotipos
16 (457 pb), 58 (274 pb) v 43 (219 pb); linea 4: muestra positiva a genotipos 58 (274 pb) v
43 (219 pb): linea 5: muestra positiva a genotipo 31 (263 pb): linea 6: muestra positiva a
genotipo 52 (229 pb); linea 7: muestra positiva a genotipo 6/11 (334 pb): linea 8: musestra
positiva a genotipo 42 (277 pb): linea 9: producto amplificado con los cebadores universales
GP-E6-3F, GP-E7-5B v GP-E7-6B en la primera RCP (630 pb).

Fig. 2. Resultados de las reacciones de amplificacion para los controles positivos.

La tabla muestra la frecuencia de muestras positivas, mediante las RCP anidadas-
multiples, a partir del ADN extraido a las 29 muestras estudiadas. Se obtuvo un 59
% de muestras positivas (17/29) con mayor frecuencia de los genotipos 43, 16,
6/11, 42, 58 y 52. Los genotipos de bajo riesgo oncogénico se presentaron con
mayores porcentajes, con excepcion del genotipo 16. El genotipo de PVH-AR 59 no
se detect6 en ninguna de las muestras analizadas. En todas las muestras se obtuvo
amplificacion durante la primera RCP. Ademas, las RCP anidadas-multiples
funcionaron adecuadamente para todos los genotipos analizados.

De las 17 muestras positivas, 10 (59 %) tuvieron infeccién con mas de un genotipo
de PVH y 5 (50 %) de ellas tenian infecciones multiples con mas de 3 genotipos.
Las infecciones multiples predominaron en las muestras de la region anal, donde se
observé infeccién hasta con 7 genotipos diferentes, tanto de alto como de bajo
riesgo oncogénico. Las infecciones con un solo genotipo se detectaron en el 41 %
de los casos positivos (7/17), las infecciones dobles en el 18 % (3/17) y las
infecciones con 3 genotipos en el 12 % (2/17) de los casos.

Mediante la secuenciacion nucleotidica se obtuvo secuencias de PVH a partir de
muestras anogenitales de hombres ecuatorianos (Fig. 3). Esta metodologia se
empledé como referencia para corroborar los resultados obtenidos en la tipificacién
mediante la RCP anidada-multiple implementada.
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Tabla. Frecuencia de positividad a PVH mediante RCP anidada-madltiple
en muestras anogenitales de hombres ecuatorianos

Genotipos de PVH Casos positivos % de positividad
43 9 31
16 g 28

6/11 7 24
42 7 24
58 4 14
52 3 10
68 2 7
18 2 7
31 1 3
33 1 3
39 1 3
59 0 0

PVH: papilomavirus humano; RCP: reaccion en cadena de la polimerasa;
VIH: virus de inmunodeficiencia humana.

Los resultados obtenidos mediante el analisis de las secuencias de PVH a partir de
las muestras clinicas coincidieron con los resultados obtenidos por la RCP anidada-
multiple implementada, en el 100 % de los casos. Esta metodologia permitié
identificar los genotipos presentes en las muestras clinicas, incluso en aquellas con
coinfecciones, al utilizar cebadores especificos para cada tipo de PVH.

El arbol filogenético de las muestras que presentaron un solo genotipo de PVH se
ilustra en la figura 3 y se observan dos grupos filogenéticos marcadamente
diferenciados para los genotipos de alto riesgo (16, 18, 33, 39, 52) y de bajo riesgo
oncogénico (6/11, 42, 43) (Fig. 3).
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En las secuencias de muestras ecuatorianas aparece |la palabra "Ecuador” en letras rojas y se identifi-
can por una circunferencia del mismo color; las secuencias de referencia aparecen completamente
en letras negras.

Fig. 3. Arbol filogenético obtenido a partir de secuencias nucleotidicas de la regién E6/E7 de PVH
obtenidas de muestras clinicas positivas para los genotipos PVH 6/11, 16, 18, 33, 42, 43 y 52,
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DISCUSION

Actualmente, la evidencia de infeccién por PVH, es la deteccién del ADN viral.
Mediante la RCP se puede detectar un solo genotipo de PVH utilizando cebadores
que se unan a secuencias especificas del genoma viral, o pueden detectarse varios
tipos simultaneamente, ya sea utilizando una mezcla de cebadores especificos o
empleando cebadores degenerados o consenso. Los protocolos de RCP que se
utilizan para la deteccion de PVH generalmente emplean cebadores degenerados o
consenso tales como: MY09/11, PGMY09/11, GP5+/GP6+ y SPF,'7 los cuales
permiten la amplificacion de un gran nimero de genotipos en una misma reaccion
de amplificacion. Estos cebadores amplifican regiones conservadas del genoma de
PVH dentro del gen L1.18 Luego de la amplificacién, los genotipos pueden
identificarse mediante secuenciacion nucleotidica, andlisis con enzimas de
restriccion,*® hibridacién directa o reversa con sondas especificas o por una RCP
anidada con cebadores especificos o con mezclas de cebadores3. La regién L1 del
genoma viral es la diana mas frecuente para las técnicas de amplificacion, aunque
también se usan otros genes virales menos conservados como E6, E7 y LCR que se
emplean mas cominmente en ensayo de RCP en tiempo real.2%:2*

Sotlar y otros en 2004 normalizaron una RCP anidada-multiple para tipificar 14
genotipos de PVH de alto riesgo oncogénico y 4 genotipos de bajo riesgo, en
muestras cervicales. Estos investigadores disefiaron una primera RCP con
cebadores universales o consenso a partir de secuencias especificas de los
oncogenes E6/E7 del genoma de PVH que codifican proteinas tempranas con
funcién transformante. En la segunda reaccién de amplificacion utilizaron cebadores
especificos para los genotipos de PVH-BR 6/11, 42 y 43; y de alto riesgo
oncogénico PVH-AR 16, 18, 31, 33, 39, 52, 58, 59 y 68.14

Nishiwaki y otros?? en 2008 publicaron un protocolo para la tipificacién de PVH en
un solo ensayo, mediante RCP multiple para 16 genotipos virales. Por otra parte,
Dictor y Warenholt?® en 2011 combinaron eficientemente la RCP muiltiple dirigida a
los genes E6/E7 con un ensayo de electroforesis capilar, para la deteccion de 19
genotipos PVH-AR y 2 genotipos de PVH-BR.

En esta investigacion se emplearon los cebadores disefiados por Sotlar y otros en
2004 para identificar 12 genotipos de PVH, con el fin de detectar infeccién por PVH
en muestras anogenitales de hombres ecuatorianos. Al utilizar la estrategia de
Sotlar y otros, se logré la amplificaciéon de PVH para 11 de los 12 genotipos que
incluye el ensayo, ya fuera en infecciones simples o multiples. El protocolo aplicado
con el uso de cocteles de cebadores que contenian varios genotipos, permitio la
discriminaciéon de estos en los controles y las muestras clinicas.

Cuando se investigaron las muestras clinicas se observé que los genotipos de bajo
riesgo oncogénico se presentaron con mayores porcentajes, predominando el
genotipo 43; con excepcion del genotipo 16 que fue el segundo mas frecuente y es
el genotipo de alto riesgo oncogénico mas comiunmente identificado a escala global
tanto en mujeres,?*2>como en hombres.2:26.27

En un estudio realizado por Giuliano y otros?® a 1 160 hombres de Brasil, Estados
Unidos y México, para detectar infeccién anogenital por PVH se identificé la
presencia de los genotipos de PVH-AR 16, 51, 59 y de bajo riesgo oncogénico PVH
6, 62y 84.
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Por otra parte, en un estudio realizado por Rositch y otros?® a 2 702 hombres
kenyanos seronegativos a VIH, se obtuvo 51 % de positividad a algun genotipo de
PVH, 29 % de casos con infecciones multiples y PVH 16 como el genotipo mas
frecuente.

En otra investigacion realizada por Albero y otros® en que se estudiaron 4 072
muestras de hombres sanos se detectaron con mayor frecuencia los genotipos de
PVH-AR 16 y 51 y los de bajo riesgo PVH 62 y 84.

Los resultados de la presente investigacion concuerdan con los estudios de Giuliano
y otros,?® Rositch y otros,?® y con los estudios publicados por Albero y otros,® pues
en ellos se detectaron genotipos similares y con frecuencias muy parecidas. Sin
embargo, en ninguna de estas investigaciones se identificd al genotipo de PVH 43,
mucho menos como el mas frecuente, como es el caso del presente estudio.

Estudios realizados por Soto y otros en muestras anogenitales de hombres cubanos
seropositivos al VIH muestran la presencia de varios genotipos de PVH en la
localizaciéon anal y perianal. Sin embargo, los genotipos mas frecuentes de PVH de
bajo riesgo oncogénico fueron PVH 6 y 11, ademas de PVH 16 como el més
frecuente dentro de los PVH-AR.30:31

En esta investigacion los resultados obtenidos por la RCP anidada-multiple
implementada coincidieron con los resultados obtenidos mediante el analisis de las
secuencias de PVH a partir de las muestras clinicas, en todos los casos. Esta
metodologia permitid identificar los genotipos presentes en las muestras clinicas,
incluso en aquellas con coinfecciones, al utilizar cebadores especificos para cada
tipo de PVH, lo cual demuestra que la técnica es util para el diagnoéstico de PVH en
hombres.

Aungue la metodologia empleada resulto atil, el pequefio nimero de casos limita la
posibilidad de identificar las frecuencias reales de los diferentes genotipos de PVH
en la poblacién de hombres ecuatorianos. Sin embargo, el objetivo del presente
estudio fue lograr implementar la metodologia de RCP anidada-multiple para la
identificacién de varios genotipos de PVH en muestras anogenitales masculinas. La
metodologia fue implementada correctamente y se puede concluir que el
Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Investigaciones en Salud Publica
"Dr. Leopoldo lzquieta Pérez" Guayaquil-Ecuador cuenta en estos momentos con
una metodologia que permite la deteccidon de infecciones anogenitales por PVH en
hombres. Esta metodologia ya fue probada en muestras cervicouterinas por los
autores del protocolo original y su empleo pudiera extenderse para este propdsito
en hombres ecuatorianos. De esta forma se pudiera estudiar la frecuencia de
infecciéon por PVH en hombres ecuatorianos, pues no se cuenta con datos
publicados sobre este tema.
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