OF NEGATIVE

Jb urna I%

ISSN-e: 2529-850X Filogeografia de gimM en cepas de Helicobacter pylori
Volumen 5 Numero 11 pp 1367-1377 aisladas de pacientes con patologias gastricas al sur de
Noviembre 2020 México
DOI: 10.19230/jonnpr.3769 Alan Michelle Ferman-Ordufia, Rogelio Gabriel Torres-

Ramos, Adolfo Roman-Roman, Angela Victoria Forero-
Forero, Jesus Carlos Ruvalcaba Ledezma, Jeiry Toribio-
Jiménez

ORIGINAL

Filogeografia de glmM en cepas de Helicobacter pylori
aisladas de pacientes con patologias gastricas al sur
de México

Phylogeography of gimM in Helicobacter pylori strains isolated
from patients with gastric pathologies in southern Mexico

Alan Michelle Ferman-Ordufia®, Rogelio Gabriel Torres-Ramos*, Adolfo Roman-
Roman*, Angela Victoria Forero-Forero?, JesUs Carlos Ruvalcaba Ledezma®,
Jeiry Toribio-Jiménez*

! Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental, Universidad Auténoma de Guerrero,
Chilpancingo, Guerrero. México.

?Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad Universitaria, México.

® Departamento de Medicina y Coordinacion de la Maestria en Salud Publica en [ICSa-UAEH] Instituto de
Ciencias de la Salud-Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, Pachuca hidalgo, México.

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: jeiryjimenez2014@gmail.com (Jeiry Toribio Jiménez).

Recibido el 17 de mayo de 2020; aceptado el 28 de agosto de 2020.

Coémo citar este articulo:

Ferman-Ordufia AM, Torres-Ramos RG, Roméan-Roman A, Forero-Forero AV, Ruvalcaba Ledezma JC, Toribio-Jiménez
J. Filogeografia de gimM en cepas de Helicobacter pylori aisladas de pacientes con patologias géastricas al sur de
México. JONNPR. 2020;5(11):1367-77. DOI: 10.19230/jonnpr.3769

How to cite this paper:

Ferman-Ordufia AM, Torres-Ramos RG, Roméan-Roman A, Forero-Forero AV, Ruvalcaba Ledezma JC, Toribio-Jiménez
J. Phylogeography of glmM in Helicobacter pylori strains isolated from patients with gastric pathologies in southern
Mexico. JONNPR. 2020;5(11):1367-77. DOI: 10.19230/jonnpr.nnnn

This work is licensed under a Creative Commons
Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International License
La revista no cobra tasas por el envio de trabajos,
ni tampoco cuotas por la publicacién de sus articulos.

Resumen

Introduccién. Helicobacter pylori posee un genoma de aproximadamente 1600 genes, el gen gimM esta
altamente conservado y se ha utilizado para identificar H. pylori por su sensibilidad y especificidad en
biopsias gastricas. La diversidad genética de H. pylori es alta entre cepas del mismo origen geografico y
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es aun mas a escala global. En México, son pocos los estudios que destacan la importancia de la
variabilidad genética de esta bacteria, la cual es estudiada mediante técnicas moleculares.

Objetivo. Analizar la variabilidad genética del gen gimM en cepas de H pylori de pacientes con patologias
gastricas.

Metodologia. Se analizaron solo 90 secuencias del gen gimM (10 de grupo de estudio y 80 depositadas
en el GenBank), posteriormente realizamos redes de haplotipos, donde se puede observar las diferencias
en pasos mutacionales de las secuencias a nivel estatal y con otros grupos geograficos con el fin de
hacer una reconstruccién de filogenia basada en las relaciones ancestro-descendiente.

Resultados. Las cepas analizadas provenian el 30% hombres y 70% mujeres, con una edad promedio de
42 afios, con diagnostico de gastritis, las secuencias de glmM mostraron variabilidad genética. De las
secuencias analizadas, se propone confirmar la presencia de ocho haplotipos que se agrupan separados.
Conclusiones: Se sugiere hacer estudios detallados a nivel molecular de los haplotipos del gen gimM en
cepas de H. pylori para conocer su distribucién geografica con la finalidad de conocer las cepas
circulantes a nivel mundial y con esto evitar los resultados negativos.

Palabras clave
Helicobacter pylori; variabilidad genética; gen gimM; filogeografia

Abstract

Introduction: Helicobacter pylori has a genome of approximately 1600 genes, the glmM gene is highly
conserved and has been identified to identify H. pylori due to its sensitivity and specificity in gastric
biopsies. The genetic diversity of H. pylori is high among strains of the same geographical origin and is
even more of a global scale. In Mexico, studies that study the importance of the genetic variability of this
bacterium, which is studied by molecular techniques.

Aim. To analyze the genetic variability of the gimM genus in H pylori strains of patients with gastric
pathologies.

Methodology. Only 90 sequences of the gImM genus were analyzed (10 of study group and 80 deposit in
GenBank), to carry out haplotype networks, where the differences in the steps of the relationships at the
state level and with other geographical groups can be observed in order to do a reconstruction of
phylogeny based on ancestor-descendant relationships.

Results. The strains analyzed showed 30% of men and 70% of women, with an average age of 42 years,
diagnosed with gastritis, the gimM sequences. From the sequences analyzed, it is proposed to confirm the
presence of eight haplotypes that are grouped separately.

Conclusions. We suggest university studies at the molecular level of the glmM haplotypes in strains of H.
pylori to know their geographical distribution in order to know the circulating strains worldwide and with this
avoid negative results.
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Introduccion

Helicobacter pylori se encuentra en la mitad de la poblacion mundial. Su prevalencia
muestra una alta variabilidad segun la regién geografica, etnia, raza, edad y factores
socioecondmicos, y es alta en paises en desarrollo®”). La diversidad de los genotipos de H.
pylori parece reflejar la historia de sus hospederos, y se correlaciona con la historia de la

@ Las cepas de H. pylori de diferentes areas geograficas muestran

migraciéon humana
caracteristicas filogeograficas muy especificas, estas pueden ser empleadas para el desarrollo
de estudios mas complejos®.

El gen glmM antes conocido como ureC, codifica para una fosfoglucosamina mutasa; y
esta considerado como “house keeping” y participa directamente en la biosintesis de la pared
celular®; se ha utilizado para identificar a H. pylori en biopsias gastricas® H. pylori exhibe una
notable diversidad alélica y variabilidad genética, ya que se recombinan libremente como
poblaciones panmicticas, la cual tipicamente involucra modificaciones intra-genémica
(mutaciones puntuales, recombinaciones, deleciénes y dispariamiento de bases), asi como la
recombinacion inter-gendmica, lo que resulta en que los pacientes desarrollen clonas distintas,
sin embargo, las diferencias entre estas clonas son minimas®. La diversidad de los genotipos
de H. pylori parece reflejar la historia de sus hospederos, y se correlaciona con la historia de la
migracion humana®.

Las cepas de H. pylori de diferentes areas geograficas muestran caracteristicas
filogeograficas muy especificas. En los dltimos afios se han desarrollo nuevas métodos y
programas que mediante técnicas moleculares como PCR y andlisis genético como DnaSP y
PopArt, entre otras, tiene por finalidad conocer la estructura genética de las cepas, estas, han
sido un importante avance en el estudio de las enfermedades infecciosas, utilizados para la
identificacion de agentes patégenos, analisis filogenéticos y genealdgicos, para conocer la
variabilidad genética aplicados en enfermedades y patologias en diferentes partes del mundo.
Ademas, el analisis genealdgico ofrece una vision jerarquica de la evolucion de especies, para
conocer la relacion de parentesco que existe entre los seres vivos. El presente estudio se hizo
para conocer la filogeografia con respecto a la variabilidad genética del gen glmM de H. pylori

de pacientes con patologia gastrica al sur de México.
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Material y métodos

Se hicieron crecer 15 cepas de H. pylori en agar Columbia del biobanco del Laboratorio
de Investigacion Clinica de la Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas, UAGro., todas

provenian de pacientes con diagndstico de enfermedad gastrica (Cuadro 1).

Cuadro 1. Datos de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con patologia gastrica
incluidos en este estudio

Cepa Patologia Genero /edad (aios)
4191 Gastritis cronica Masculino/57
4192 Gastritis cronica moderada Masculino/ 57
4193 Gastritis folicular aguda Femenino/27
4194 Gastritis aguda erosiva Femenino/44
4195 Gastritis antral folicular Masculino/25
4196 ﬁzzt:rt;sd ] folicular cronica Masculino/38
4197 Gastritis cronica Femenino/39
4198 Gastritis difusa Femenino/35
4199 Gastritis erosiva Femenino/42
4200 Gastritis erosiva Femenino/42

Extraccion de DNA cromosomal:

Se obtuvo el DNA de las cepas de H. pylori mediante el método de fenol-cloroformo

alcohol isoamilico y se almacenaron a -20°C.

Amplificacién por PCR y secuenciacion del gene glmM de
cepas de H. pylori:

Se utiliz6 la técnica de PCR para la amplificaciéon del gen gimM empleando los
oligonucledtidos: glmMF  (5"-CGCGAGCCACAACCCTTTTGAAG-3), y gimMR (5-
GCTTATCCCCATGCACGATATTC-3), con un volumen final de 50ul de la mezcla de reaccién
(21X buffer PCR (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 1.5% [v/v] Triton X-100), 1.5 mM MgCly,
200 puM de concentracion de cada dNTPs, 50 pmol de primer (gimMF and gimMR), and 1 U de
Taq DNA polimerasa)”. Se utilizé un termociclador MJ Research (Watertonwn, MA, USA), con
el siguiente patrén de amplificacién: Una temperatura de inicio a 94°C por 5 minutos, por 30

ciclos 94°C por 1 minuto, 54°C por 1:30 minutos, 72°C por 1:30 minutos y extension final de 10
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minutos a 72°C. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%,
que fueron tefiidos con bromuro de etidio y se visualizaron con luz (UV) observandose un
producto de aproximadamente 796 pb. Los productos de PCR se purificaron directamente de
los geles de agarosa usando el kit de extraccion QIAEXII DNA (QIAGEN, Hilden, Germany) y
fueron enviados al servicio de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Se uso
como control positivo DNA genémico de H. pylori ATCC 700392, y control negativo agua.

Determinacion de la variabilidad genética y filogeografia:

Se analizaron las secuencias de los productos de PCR de glmM con el programa
Chromas y Bioedit para la puntualizacién y edicién de las secuencias, posteriormente se realizo
un BLAST en el GenBank para la obtencién de 80 secuencias depositadas de glmM, con la
finalidad de realizar un multialineamiento con el programa ClustalW?2, con la base de datos
obtenida de nuestras secuencias y la del GenBank se procesaron en el programa PopArt para
la realizacién de la red de haplotipos, finalmente con el programa DNAsp, se hizo un analisis
para determinar la cantidad polimorfismos presentes en el gen gImM(S’g).

Resultados

Caracterizacion de la poblacion de estudio.

Se analizaron 10 cepas de H. pylori aisladas de pacientes originarios del estado de
Guerrero con patologias gastricas, las cuales fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Investigacion en Bacteriologia. Los pacientes procedieron de 2 municipios del estado de
Guerrero (Chilpancingo de los Bravo, Jaleaca de Catalan), participaron hombres en un 30% y
mujeres en 70% con una edad promedio de 42 afios.

Analisis filogeogréfico: Se analizaron 90 secuencias del gen gimM (10 aislados de
pacientes al sur de México y 80 depositadas en el GenBank, con porcentajes de similitud de 96

y 99%). En primera instancia se construyé una red de haplotipos (Figura 1).

1371



OF NEGATIVE

Jb urna |§

ISSN-e: 2529-850X Filogeografia de gimM en cepas de Helicobacter pylori
Volumen 5 Numero 11 pp 1367-1377 aisladas de pacientes con patologias gastricas al sur de
Noviembre 2020 México
DOI: 10.19230/jonnpr.3769 Alan Michelle Ferman-Ordufia, Rogelio Gabriel Torres-

Ramos, Adolfo Roman-Roman, Angela Victoria Forero-
Forero, Jesus Carlos Ruvalcaba Ledezma, Jeiry Toribio-
Jiménez

4194

Figura 1. Red de Haplotipos del gen glmM de las 10 secuencias de H. pylori obtenidas de
patologias gastricas., en verde se muestran las cepas aisladas de Chilpancingo y en rosa la
cepa de Jaleaca, todas del estado de Guerrero, México.

Con el programa PopArt con base a las 10 secuencias obtenidas en el trabajo, en la
cual se observan los diferentes haplotipos y la cantidad de pasos mutacionales entre ellos.
Posteriormente se realiz6 otra red de haplotipos comparando las secuencias de Guerrero con

las del GenBank (Figura 2).
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Figura 2. Red de haplotipos del gen gimM de H. pylori. En el grafico anexo a esta red se
observa el color asociado a cada pais para su identificacion en los nodos, las flechas rojas
indican la posicién de las secuencias de este estudio.

Con las flechas rojas se sefialan nuestras secuencias, esta red permite observar las

clonas agrupadas en loops con las secuencias del mundo y su gran variabilidad. Con respecto
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a los parametros para analizar la diversidad genética se calcul6 el valor de 1 (pi) y © (theta) los

resultados se indican en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Comparacién de los datos polimoérficos, valores de Pi y de theta entre las
secuencias de México, con las del mundo.

México Mundial
Numero de secuencias 10 80
Numero de sitios 628 628
Numero de polimorfismos 60 143
Numero de mutaciones 61 150
Numero de haplotipos 9 65
Diversidad nucleotidica (Pi) 0.03416 0.03767
Theta (por sitio) de Theta 0.03316 0.04822

Discusion

H. pylori representa hoy en dia uno de los patégenos mas exitosos por el diverso
ndamero de estrategias que este microorganismo posee para colonizar el estémago humano,
modular la expresion de factores de patogenicidad que orquestan los procesos de dafio tisular,
sin embargo una de las caracteristicas mas importantes de este microorganismo es una regién
especifica de su genoma, la zona de plasticidad, la cual es una region hipervariable donde
constantemente ocurren mutaciones en los genes codificados en esa regién confiriendo un pool
de genes que puede variar segun las condiciones del hospedero, estos genes auxiliares
codifican para diversas propiedades bioldgicas, la constante variabilidad de estos genes se
denomina plasticidad gendmica. La plasticidad genémica de H. pylori ha sido estudiada

previamente por diversos autores a nivel mundial®?

, Sin embargo, en México y particularmente
en Guerrero los estudios realizados son minimos.

Si bien el estudio de los genes auxiliares es muy importante para tratar de analizar
cuales son posibilidades de desarrollar un cuadro clinico u otro, el estudio de los genes
estructurales representa un tipo de estudio arriesgado ya que algunos investigadores
consideran que estos genes no sufren grandes cambios al encontrarse en regiones altamente
conservadas del genoma por los cual todos los hallazgos de este tipo de investigaciones son

relevantes.
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En el presente estudio analizo el gen gimM a través de la amplificacion de este por
PCR, con las secuencias obtenidas de la amplificacion del gen de las cepas de H. pylori del
estado de Guerrero, fue posible realizar un multialineamiento con una base de datos de 90
secuencias de glmM de H. pylori de diversas parte del mundo, con la finalidad de realizar una
red de haplotipos, la cual esquematiza las diferencias entre haplotipos de una especie y las
distancias entre estos con pasos mutacionales. Con los datos obtenidos se demuestra que en
Guerrero existe una gran diversidad de haplotipos en la especie de H. pylori, encontrando de
10 muestras, 8 haplotipos posiblemente nuevos, estos presentan una gran cantidad de pasos
mutacionales entre cada haplotipo, también se observa un determinado grado de homologia
entre haplotipos de Chilpancingo de los Bravo. Esto puede deberse a que la diversidad
genética entre cepas de H. pylori puede originarse por transferencia horizontal**? | sin
embargo, se puede pensar que los cambios constantes en su genoma pueden ser derivado por
una alta recombinacion del gen gimM.

Existen diversas condiciones en el microambiente estomacal que pueden afectar el
contenido gendmico de H. pylori como el pH del acido gastrico, cantidad de moco gastrico,

@2 Por tanto, los mecanismos que utiliza H. pylori para adquirir o perder genes

entre otros
durante la colonizacién para adaptarse al ambiente gastrico son diversos™**¥. De este modo
podemos decir que la alta variabilidad genética entre cepas de H. pylori se puede deber a la
microdiversidad a nivel gen, asi como a la macrodiversidad a nivel genoma y claro a la
migracién poblacional que ha tenido esta bacteria, esto debido a que se observd que los 8
haplotipos encontrados, en una red de haplotipos hecha junto con las 80 secuencias
pertenecientes a varios paises del mundo, tienen corta distancia relativa en pasos
mutacionales, ademés de formar loops con estos otros haplotipos, permitiendo observar con
mayor precision la distancia que hay entre los haplotipos de Guerrero, lo que nos hace pensar
que los haplotipos de México en especifico del estado de Guerrero son haplotipos nuevos, que
tienen un ancestro con haplotipos de otros continentes y que particularmente estos ocho tienen
una mayor plasticidad gendémica en comparacion con el resto del mundo presentando 60

mutaciones de 148 que tuvieron las 80 secuencias de la base de datos del BLAST.
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Conclusion

Se sugiere hacer estudios detallados a nivel molecular de los haplotipos del gen gimM
en cepas de H. pylori para conocer su distribucion geografica con la finalidad de conocer las

cepas circulantes a nivel mundial y con esto evitar los resultados negativos.
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