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ABREVIATURAS
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e TLR: Receptores Toll-Like
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e TNF-x: Factor de necrosis tumoral x



3. RESUMEN

La Diabetes Mellitus es una enfermedad que afecta a la homeostasis de la
glucosa. La tipo 2, mas frecuente a nivel mundial (90%), se produce por una falta
de produccion o de efecto de la insulina. En el presente trabajo se intenta establecer
la influencia de la microbiota sobre el desarrollo de la patologia y encontrar las
diferencias existentes entre la microbiota de enfermos y la microbiota en sanos. Se
ha realizado una revision en dos bases de datos diferentes, de la cual se han
extraido 18 articulos que cumplian con los criterios de inclusién y exclusiéon. Las
conclusiones extraidas de la literatura seleccionada apuntan a una disbiosis y
disminucién de la diversidad de la microbiota en enfermos. El ratio Firmicutes/
Bacteroidetes esta incrementado por lo general en pacientes diabéticos y obesos, y
existe un notable descenso de las bacterias productoras de butirato. El aumento de
endotoxemia (LPS) propicia la inflamacion de base propia de esta enfermedad. No
obstante, diferentes factores pueden influir en el resultado de estos estudios. Un
ejemplo claro seria la metformina, tratamiento de primera linea de esta patologia,
gue altera de forma clara las conclusiones acerca de la diversidad de la microbiota
en diabéticos. Existen multitud de estudios en la actualidad sobre la microbiota; no
obstante, la mayoria son de un bajo grado de evidencia, o presentan resultados
contradictorios. Se concluye que, en esta cuestion, se requieren mas estudios con
un mayor grado de evidencia cientifica para poder aportar conclusiones validas al

respecto.

3.1. Abstract

Diabetes Mellitus is a pathology that affects glucose homeostasis. Type 2 is the
most frequent one globally (90%), and it is caused by a lack of insulin production or
action. This paper tries to establish the relation between microbiota and the diabetes,
and determine the differences between patient’'s microbiota and non-patient’s
microbiota. A research has been done in two different databases, from which 18
articles have been selected, complying the inclusion and exclusion criteria.
Conclusions from said articles point to a dysbiosis and a microbiota variability

decrease in patients. Firmicutes/ Bacteroidetes ratio increases in obese diabetic
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patients, and there is a marked decrease in butyrate-producing bacteria. The rise of
endotoxemia (LPS) promotes underlying inflammation of the disease. Nowadays,
there are quite a variety of studies about microbiota; however, most of them show a
low grade of scientific evidence, or are contradictory. Nevertheless, many factors
may influence the study’s results. Metformin, the first-line treatment, would be a clear
example because it alters conclusions about microbiota diversity in people with
diabetes. It can be concluded that this issue needs a deeper study with more

substantial scientific evidence to draw valid conclusions.

4. EXTENDED SUMMARY

4.1. Objectives

This work aims to investigate the influence of the microbiota on the
development of type 2 diabetes mellitus and establish the differences between the

patient’s microbiota and the non-patient’s microbiota.

4.2. Summary

Diabetes Mellitus is a metabolic disease that is increasing fast due to many
factors concerning our day-to-day routines.
The adult incidence, according to the WHO, has been doubled globally. In 1980,
prevalence numbers where around 4.7%; In 2014, they rose to 8.5%. Nowadays,
537 million adults live with this pathology around the world. It is expected to increase
by 11.3% in 2030. Moreover, 541 million adults worldwide (10.6%), have impaired
glucose tolerance, a risk factor to develop type 2 Diabetes.
This disease has become a public health problem due to its multiple associated
complications and the morbidity and mortality that it entails.
Spain is the second country with the highest prevalence in Europe (14,8%); 5.1
million adults are diabetics, so its prevalence has been estimated to have increased
by 42%. Furthermore, 30.3% (one third) are not diagnosed, which further increases

costs because of a late diagnosis.
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Type 2 diabetes (DMT2) is the most common type; 90% diabetics are this kind. It is
caused by an intolerance to carbohydrates due to a decreased insulin sensitivity and
a drop in insulin production. This hormone regulates the glucose homeostasis. The
etiology is extremely diverse, with high importance of genetics, as well as
environmental factors such as diet, age, exercise, obesity, and socioeconomic and
demographic factors. Due to the current sedentary lifestyle and the diet quality, it is
increasing also among children. Because they all are reversible factors, it is of great
interest to look for new possible associated factors that could help prevent or change
the course of this pathology.

Recent studies have stated a possible influence of the gut microbiota and its
products on development of Diabetes mellitus. Its functions can be resumed in
structural, immune system and metabolic, digesting and regulating nutrient
absorption. The metabolism of indigestible fiber in gases, alcohols and short chain
fatty acids (SCFA) is remarkable, those which regulate energy homeostasis and
reduce local inflammation.

This complex ecosystem comprises bacteria, viruses, fungi and parasites. About
bacteria, there are 150-170 different species; 90% dominated by the phylum
Firmicutes and Bacteroidetes, and also others such as Proteobacteria,
Actinobacteria and Faecalibacteria. These differences in bacterial concentrations

can lead to the development of metabolic diseases, such as diabetes or obesity.

4.3. Systematic review

The present investigation is based on a review of gastrointestinal microbiota as
a risk factor for the development of diabetes. This specific research has been made
through two specialized databases such as PubMed and Web of Science, as other
information tools such as Elselvier, WHO or SED. The keywords where Diabetes
Mellitus type 2, Microbiota, Gastrointestinal microbiota and Dysbiosis. Moreover, we
use some filters to narrow down the research and refine our results. Those being:

studies published in last 10 years, and human studies.
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e Inclusion criteria: Observational studies, diabetic patients, human studies,

studies published in last 10 years, bacterial microbiota (changes in different
species), adults and English or Spanish language.

e Exclusion criteria: Interventionist studies, systematic revisions, viral or fungi

microbiota, oral or urine microbiota, metabolites studies.

4.4. Conclusions

Patients with Type 2 Diabetes are normally obese due to the pathogenesis of
disease, because of an insulin resistance caused by adipose tissue, metabolic
syndrome, etc. The Firmicutes/ Bacteroidetes ratio is increased in obese diabetic
patients maybe because Firmicutes are related to nutrient transport and they use
energy more effectively than Bacteroidetes, but this conclusion is still unclear. In the
same way, those patients require the management of their pathology by antidiabetic
drugs such as metformin. This drug is a clear confounder due to its ability to increase
or decrease certain species of bacteria, but this is not entirely clear either. Many
factors may influence the development of the disease, so its cause cannot be
attributed only to a specific bacteria population. In general, the evidence about this
guestion is contradictory so it is necessary to provide information through higher
quality studies that may allow establishing a clear relationship between exposure

and the developed pathology.



5. INTRODUCCION

5.1. Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus es una enfermedad metabdlica que estd aumentando a
una velocidad vertiginosa debido a multiples factores que, propiciados por el mundo

actual, facilitan su aparicion.

La incidencia de la diabetes en adultos, segun la OMS, se ha duplicado a
nivel mundial. En 1980 las cifras de prevalencia estaban en torno a un 4.7%; en
2014 ascendieron a 8.5%. En la actualidad, 537 millones de adultos de todo el
mundo viven con la enfermedad. Se prevé que la cifra aumente a un 11.3% en 2030
y a un 12.2% en 2045. Ademas, 541 millones de adultos a nivel mundial, es decir,

el 10,6% padecen intolerancia a la glucosa, lo que aumenta el riesgo de diabetes.

Espafa es el segundo pais con mayor prevalencia de diabetes en Europa,
con unas cifras de 14.8%?; 5.1 millones de adultos la padecen, por lo que se ha
calculado que su prevalencia ha aumentado un 42% desde el 2019 al 2021. Esto
significa que 1 de cada 7 adultos la padecen, por lo que el gasto sanitario que implica
es considerable, alcanzando los 15.500 millones de ddlares. Ademas, casi un tercio
de las personas (30.3%) con la enfermedad no estan diagnosticadas, o que todavia

acrecientalos costes debido a las complicaciones asociadas a un diagnostico tardio.

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es el tipo mas frecuente de diabetes, siendo
el 90% de la poblacion diabética de este tipo ®. Esta patologia se produce por una
intolerancia progresiva a los hidratos de carbono debido a, entre otros factores, una
disminucién de la efectividad de la insulina o una produccién inadecuada de ésta.
La funcion de esta hormona es la regulacion de glucosa en sangre. La etiologia es
muy diversa, con gran cabida de la genética asi como de la influencia de factores
ambientales como la dieta, la edad, el ejercicio y el sedentarismo, la obesidad y los

factores socioeconémicos y demograficos. Solia asociarse a la edad adulta pero,
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debido al sedentarismo y a la dieta presentes en la actualidad, se esta viendo con

mayor asiduidad en nifios.

Debido a sus multiples complicaciones asociadas y la morbimortalidad que
ello conlleva, esta enfermedad se ha convertido en un problema de salud publica.
Los pacientes diabéticos tienen una esperanza de vida de 7 afios menor que la
poblacion sana, asi como un aumento de la edad vascular de hasta 15 afios debido
a la afectacion de los vasos y nervios por la hiperglucemia mantenida. Esto supone
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, neuropatias, retinopatias e
insuficiencia renal. Debido a que son factores reversibles, es de gran interés el tratar
de buscar nuevos posibles factores asociados que ayuden a prevenir 0 a cambiar

el curso de la enfermedad.

5.2.  Microbiota intestinal

En recientes estudios, se ha visto una posible influencia de la microbiota
intestinal y sus productos en el desarrollo de la diabetes. La microbiota es el
agregado de microorganismos que viven de forma fisiolégica en el organismo.
Actualmente, este conjunto esta considerado como un érgano del cuerpo 2. Las
funciones de estas bacterias podrian resumirse a nivel estructural, protegiendo la
barrera intestinal; ayudando y mejorando la funcién del sistema inmune;
sefalizando y conectando el sistema nervioso central con el tracto digestivo a través
del sistema nervioso entérico; y a nivel metabdlico, digiriendo y regulando la
absorcion de nutrientes. En este altimo plano, es destacable la metabolizacion de la
fibra no digerible mediante distintos enzimas para la posterior utilizacién de los
diferentes polisacaridos como fuente de carbono. El resultado es un conjunto de
gases, alcoholes y acidos grasos de cadena corta entre otros (SCFA’S; acetato,
butirato y propionato), los cuales son absorbidos por el colon y regulan la
homeostasis energética, ademas de reducir la inflamacién localmente. Se ha visto

gue estos productos estan relacionados directamente con el peso corporal, la



resistencia a la insulina, la actividad proinflamatoria y el metabolismo de acidos
biliares 3.

Gracias al cultivo de los microorganismos, el estudio de la microbiologia ha sido
posible durante décadas. Sin embargo, la metagendmica logra el estudio de un
namero mucho mayor de especies que no son cultivables mediante el estudio
molecular del ADN. La subunidad 16 S del ARN ribosomal constituye la diana para
la identificacion del microorganismo. En el afio 2008, se inicié un proyecto a nivel
internacional (iniciado por el Instituto Nacional de Salud), The Human Microbiome
Proyect, cuya finalidad fue la descripcion del genoma de la microbiota y la
comprensién de su relacion con las distintas enfermedades metabdlicas. En 2013,
la Unién Europea continu6 el estudio mediante el proyecto “MyNewGut”.

En la actualidad, las técnicas moleculares de secuenciacion masiva han permitido
caracterizar este ecosistema con gran precision. El método Sanger (de primera
generacion) fue sustituido por el de segunda por su mayor rendimiento, y este a la

vez por el de tercera generacion, todavia mas detallado y revolucionario 4.

Este complejo ecosistema esta formado por diferentes tipos de
microorganismos; bacterias, virus, parasitos y hongos. Dentro de las bacterias,
existen entre 150-170 especies diferentes °, el 90% compuesto por el filo
Bacteroidetes y Firmicutes, ademas de otros como Proteobacteria, Actinobacteria y
Faecalibacteria. Las diferencias en el ratio de las distintas especies determinan el
enterotipo, predispuesto genéticamente y modificado por factores como la dieta y el
estilo de vida. El enterotipo 1 se caracteriza por la predominancia de Bacteroides;
en el enterotipo 2 sobre todo existe el género Prevotella (ambos pertenecen al filo
Bacteroidetes); el enterotipo 3 se basa en la familia Ruminococcus (pertenece al filo
Firmicutes). El intestino se compone mayoritariamente por los géneros Bacteroides,
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Clostridium,
Lactobacillus y Ruminococcus, entre otros. Estas diferencias entre las
concentraciones de las diferentes bacterias pueden propiciar diversas

enfermedades metabdlicas, como la diabetes o la obesidad.



6. JUSTIFICACION

6.1. Objetivos

El objetivo general del presente trabajo de fin de grado es indagar acerca de la
influencia de la microbiota sobre el desarrollo de la diabetes mellitus 2 y
establecer las diferencias existentes entre la microbiota de enfermos y la
microbiota en sanos.

Para conseguir el anterior objetivo general, se plantean ciertos objetivos
especificos:

o Evaluar las diferencias de poblaciones de la microbiota entre individuos con

la enfermedad e individuos sanos.

o Estudiar los diferentes productos de la microbiota intestinal y sus efectos

endocrinolégicos.

e Analizar su relacion con enfermedades metabdlicas (obesidad, sindrome

metabolico).

o Establecer la relacién de la microbiota sobre la intolerancia a la glucosa /

resistencia a la insulina.

o Establecer posibles factores condicionantes (obesidad, metformina).

7. METODOLOGIA DE LA BUSQUEDA

7.1. Bases de datos

La actual revision sistematica pretende aunar la informacion actualizada acerca
de la relacion entre la Diabetes Mellitus y los cambios en la microbiota
gastrointestinal. Para ello, se ha realizado una busqueda bibliografica en dos bases
de datos cientificas, Pubmed y Web of Science, y se han empleado otras fuentes
como Elselvier, la SED o la OMS.



7.2. Estrategiade busqueda

Las palabras clave para esta busqueda de articulos fueron: Diabetes Mellitus,

Type 2 (Mesh Terms), Microbiota (Mesh Terms), Gastrointestinal microbiome (Mesh

Terms) y Dysbiosis (Mesh Terms).

La busqueda se realiz6 a través de los términos MeSH (Medical Subject

Headings) de Pubmed, empleando diferentes sin6nimos de los dos temas

principales con el booleano OR e incluyendo su busqueda tanto en el titulo como en

el abstract, para finalmente unir ambas materias mediante el booleano AND.

Se emplearon también dos filtros en dicha blisqueda para acotar un poco mas el

resultado; humanos y estudios publicados en los ultimos 10 afios, atendiendo a la

actualizacion de las técnicas de secuenciacion del microbioma (Next Generation

Sequencing).

Asi, la estrategia de busqueda final seria la siguiente:

Base de datos

Busqueda

Resultado sin filtros

Resultado con filtros

Pubmed

(((Microbiota [MeSH
Terms]) OR (Microbiota
[Title/Abstract])) OR
(Gastrointestinal
Microbiome
[Title/Abstract])) OR
(Dysbiosis [Title/Abstract])
AND ((((Diabetes Mellitus,
Type 2 [MeSH Terms])
OR (Diabetes Mellitus,
Type 2 [Title/Abstract]))
OR (Type 2 Diabetes
[Title/Abstract])) OR (DM2
[Title/Abstract])) AND
((((Microbiota [MeSH
Terms]) OR (Microbiota

2052

1267




[Title/Abstract])) OR
(Gastrointestinal
Microbiome
[Title/Abstract])) OR
(Dysbiosis
[Title/Abstract]))

Microbiota
(Publication/Source Titles)
or Microbiota (title) or
gastrointestinal microbiota
(title) or dysbiosis (topic)

AND Diabetes mellitus 340 250
type 2 (Publication/Source
Titles) or DM2 (topic) or
Diabetes type 2 (topic) or

Web of Science
(1517)

type 2 diabetes (title)

Tabla 1. Estrategia de bdsqueda

Con estos resultados, se decidié enfocar la busqueda en los articulos de
Pubmed y, aplicando los siguientes criterios de inclusion y exclusion, obtuvimos la

estrategia definitiva que mencionamos a continuacion.

7.3. Criterios de inclusion y exclusién

e Criterios de inclusion:

- Estudios observacionales; transversales, de cohortes, casos y controles

- Pacientes Diabéticos

- Microbiota bacteriana: cambios en las diferentes poblaciones de bacterias
- Estudios en humanos

- Estudios en los dltimos 10 afios

- Estudios en adultos (mayores de 18 afos)



- Idioma inglés/ espafiol

e Criterios de exclusion:

- Estudios intervencionistas: ensayos clinicos

- Revisiones sistematicas, de opinion, revisiones narrativas, cartas al editor
- Microbiota viral, fungica...

- Microbiota oral, via urinaria, topica...

- Estudio de los diferentes metabolitos

7.4. Seleccion de estudios y extraccion de datos

En un inicio, se obtuvieron 2392 estudios con los términos Mesh de las palabras
clave. Aplicando las restricciones del tiempo de publicacion (menos de 10 afos) y
de estudios en humanos, se localizaron 1517 articulos.

Mediante la lectura del titulo, y abstract si habia cualquier duda, se descartaron 834
lecturas para poder obtener una investigacion de mayor calidad que se ajustase a
nuestros objetivos. Aplicando los criterios de inclusion y exclusion, el resultado paso
de 615 a 86 articulos.

Con la lectura completa de estos articulos, se eligieron 46 estudios. Puesto que el
numero seguia siendo elevado para poder realizar nuestro trabajo, decidimos acotar
el objetivo a estudio en enfermos de Diabetes Mellitus, y excluir los estudios
enfocados Unicamente a pacientes resistentes a la insulina, con intolerancia a la
glucosa o prediabéticos. Se descartaron los demas debido a multiples razones;
medicién de la microbiota mediante muestra de sangre Unicamente, estudio de
obesidad, medicién de metabolitos, estudio de prediabetes y resistencia a la insulina
sin incluir a pacientes diabéticos...Una vez acotada la busqueda, se seleccionaron
18 articulos; 9 de casos y controles y 9 transversales, que componen esta revision

sistematica.



7.5. Evaluacién del riesgo de sesgo

Mediante la herramienta NOS (NewCastle Ottawa), evaluamos el riesgo de
sesgo de nuestros articulos (detallado en anexos).

Articulos Analisis NOS Resultado
Seleccion | Comparabilidad | Exposicion
¢. Ahmad et al., 2019 * * o
’.Z.Chenetal., 2021 ek - o 8
8, Chen et al., 2019 ok o el 8
°. Diener et al., 2021 - - .
10, Doumatey et al., 2020
*kkk *% *kk 9
1, Kitten et al., 2021 . - . 8
12 Kulkarni et al., 2021 e -
13, Lietal., 2020 . x
14, Maskarinec et al., 2021 - . xx 9
15, Navab-Moghadam et al., 2017) b ** b 8
16 Sedlghl et aI., 2017 *xk *% *kk 8




17.J. Wang et al., 2020

*kkk

*k

*k

8 L.Wang et al., 2021

*kk *% Kk 8

19 (X. Wang et al., 2017) * *
20 Wu et al., 2020 ok b bl 9
2 Zhang et al., 2021 . . - 8
22 X. Zhang et al., 2013 ek o el 10
% X. Zhao et al., 2020) . - 8

Tabla 2. Evaluacion del riesgo de sesgo

» Leyenda:

< 7= alto riesgo de sesgo

>7= bajo riesgo de sesgo




8. RESULTADOS

8.1. Diagrama de flujo

A continuacion, presentamos el diagrama de flujo, donde queda reflejado el

proceso de busqueda y la seleccién de articulos.

DIAGRAMA DE FLUJO - PRISMA

z
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2
9] Articulos identificados: 1517 Blsqueda en Pubmed (n= 1267)
L':’- y Web of Science (n=250)
2
L
a
v
Descartados:
e Duplicados (n = 18)
Articulos filtrados (n = 615) * No disponibles (n = 50)
[Lectura de titulo y abstract]
v
®)
g
& Reports sought for retrieval Descartados
= (n = 86) (n=834)
[Criterios de inclusién
y exclusion]
v
Seleccionados Descartados
(n =46) (n =529)
[Lectura completa]
v
Articulos excluidos: 40
Z z .
‘© Incluidos en el estudio Razén 1 (n =Estudios en
8 (n=18) prediabéticos )
4 Razén 2 (n = Estudio de los
% metabolitos )

[9 casos y controles
9 transversales]

Figura 1. Diagrama de flujo
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Razon 3 (n = Estudios en
intolerantes a la glucosa o
resistentes a la insulina)



8.2.

Tabla de extraccion de datos

La tabla de extraccion de datos sintetiza la informacion mas relevante de los

estudios incluidos en la revision sistematica.

Ajuste por . s .
Articulos Pais Disefio Muestra Resultados variables Diagnostico Uso . Ratl_o F/B
DM metformina Xy B diversidad
Incremento
Firmicutes en
obesos-DM;
incremento de
Acidobacteria,
Deferribacteres,
Gemmatimonadete
s; Prevotella P4-76,
Clostridiales,
Staphylococcus.
A{n;:_rergen:o ‘de sexo de
) = ctinobacteria'y .
6 Pakistan =0 Firmicutes diswibuitn ,
Ahmad et Casos y (relacionado con (no Previamente Ratio aumentado
lucosa alterada en o diagnosticada No
I, 2019 controles DM- 9 especifica) : o
al obesos= 40 ayunas) (inespecifico)
Control= 20 Incremento Tiene en
Fusobacteria cuenta la
Incremento GRAM- obesidad
Dialister y
Allisonella
Descenso de
Gammaproteobact
eria
Incremento de
Verrucomicrobia y
Elusimicrobia en
Controles
RS cohorte:
815
hombre/603
o mujer
Asociacion con
menor HOMA-IR: LLD ) )
n=2166 Christensenellacea | . o~ 1oq Dlve_rS|dad-x
e, M_arvmbryantla, hombre/ asociada con
77 Chen RS Ruminococcaceae 317 mujer disminucién HOMA-
' cohort=1418 ar IR
2t0a2|i’ Holanda | Transversal | pM RS= 176 Asociacién con Tiene en C\r/cargs Si ' .
menor riesgo de cuenta Diversidad-b
= e dad, sexo i
LLD cohort DM: Clostridiaceae, | %% ' asociada con
748 _ Peptostreptococca ?IEOhOI’ resistencia a la
DMLLD=17 | ceae, Clostridium, anaco, insulina
S educacioén,
Intestinibacter, -
: ingesta,
Romboutsia =
actividad
fisica, BMI,
uso de
farmacos
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para el

control de
lipidos
64
hombre/36 Si
Incremento de mujer 97%
— Lactobacillus en ; DM: P
n=100 DM Tiene en Recientement | (@nalisis antes
8 Chen et Taiwén Casosy Descenso de cuenta e y después;
al., 2019 controles DM=50 Clostridium Sexo, diagnosticada incremento del
Control=50 coccoides y edad, BMI, (inespecifico) descenso de
leptum y dieta Clostridium tras
tratamiento)
Incremento en 122
DM de hombrt_e/30
Escherichia y 8 mujer
Veillonella ) -
Tiene en Escherichia y
n=470 (427) Descenso de faccttéfgéade Veillonella
9 Diener _ Anaerostipes fiesao de DM: Si asociadas
et al ) DM= 48+17 hadrus y Blautia DM2'gsexo previamente | (vueltadelos 4 [ negativamente con
2021 Méjico | Transversal PreDM=52+ edad, BMI, diagnosticada géneros de la diversidad alfa
42 nutricion. la (inespecifico) bacterias a la
Ve|II9ndeIIa actividad normalidad) D|yer5|dad alfa:
Control=214 ii?lgﬂ% C?é% fisica, ruminococcaceae+
(PCR), grasa antecedent
corporal y tension Zéalrjn'\l/lllgr
arterial o !
dislipemia,
PA alta
Descenso de
Firmicutes, S
(Clostridiaceae, Ratio disminuido
Peptostreptococca Si (descenso
ceae) Tiene en 98% en Firmicutes)
10 _ . )
n=291 cuenta Criterios tratamiento
Doumate | .. Incremento de | g3 sexo, | American (metformina Alfa diversidad
Africa Casosy _ Actinobacteria . ) '
y etal., controlas DM=98 (coriobacteriacese, y BMI Diabetes Sulfonilurea o mayor en casos
2020 Control=" | pifigobacteriaceae), Associations | combinacion) (tratados)
193 Bacteroidetes (ADA) Beta leerSldad
(Prevotella), Aumento de relacionado con la
Euryarchaeo[a, Verrucomicrobia DMT2
Tenericutes
Desulfovibrio
L Incremento de A t137 . Ratio aumentado
- Firmicutes en DM, [ nombre ¢ rarg
1 Kitten DM= 14 Proteobacteria y mujer previg'r\:lente Si (86%) No diferencias en la
92t0a2|I Mejico Transversal Verrucomicrobia Tiene en diagnosticada Posible diversidad
Control cuenta (inespecifico) descenso de . .
(NG)=23 Descenso edad, sexo, Streptococo | N0 diversidad beta
Bacteroidetes tratamiento por enfermedad CV
antidiabétic en no-DM
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Controles:
aumento
Streptococco
(enfermos CV)

0, nivel
educacional
HTA,
dislipemia,
antecedente
s, HEI

12.
Kulkarni
et al.,
2021

India

Casos y
controles

n=10
DM=5
Control=5

Incremento de
bacterias
inflamatorias
(Lactobacillus
ruminis,
Ruminococcus
gnhavus,
Bacteroides
caccae,
Butyricimonas,
Collinsella
aerofaciens,
Prevotella copri,
Bifidobacterium,
Blautia, Dorea,
Haemophilus

Descenso de
bacterias anti-
inflamatorias
(Faecalibacterium
prausnitziii,
Butyvibrio,
Bacteroides
uniformis,
Prevotella
stercorea,
Veillonella parvula
y dispar,
Roseburia faecis

8
hombre/2
mujer

DM
previamente
diagnosticados
(inespecifico)

No

Ratio aumentado

B et
al., 2020

China

Casosy
controles

N1= 60
DM= 20
Control= 40

n2 (America
comparison)
=50
DM= 20
Control=30

Incremento
Dorea,
Fusobacterium,y
Streptococcus

Descenso de
Bifidobacterium,
Faecalibacterium

y Akkermansia

DM
previamente
diagnosticada
(inespecifico)

No

Ratio aumentado

14

Maskarin
ec et al.,
2021

5
etnias:

Blanca,
Africana
americana,
Hawaiana,
Japonesa
americana
y Latina

Transversal

n=1702
DM=307
preDM=506

intolerancia
glucosa=154

Control
(NG)=735

Actinobacteria,
Firmicutes y
Synergistetes
inversamente
relacionados con
DM; Lentisphaere
positivamente
relacionado

Firmicutes y
Proteobacteria

844
hombre/85
8 mujer

Tiene en
cuenta
sexo, etnia,
edad,
alcohol,
tabaco,
HEI, BMI,

Criterios
American
Diabetes
Association
(ADA)

Si (202)
Descenso de la
alfa diversidad

en estos

pacientes

(descenso de
bifidobacterium
y collinsella)

Ratio descendido
(descenso
Firmicutes)

Diversidad alfa
relacionada
inversamente con el
estatus de glucosa,
mientras que
diversidad beta
diferente segun el
estado glicémico
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asociados a actividad
DMT2; fisica
Descenso de
Clostridium,
Lachnospira,
Peptostreptococc
aceae
Incremento
Escherichia-
Shigella 'y
Lachnospiraceae
15 Navab- n=36 Descenso de Tiene en DM:
Moghada Ir&n Casos y Ba(f:tergi!detes cuenltgallvlllF’A— dl?rewam_enge
m et al., controles DM=18 | . ragiisy Q, BMly | diagnosticada No
2017 Control=18 aecahb@ct_gnum alimentaci6 | (inespecifico)
prausnitzii en n (FFQ)
DMT2
14
Incremento de hombre/22
Lactobacillus en mujer
16 Sedighi 36 oM DM:
edighi . n= Tiene en iam
etal, Iran Casosy ~ Relativo cuenta IPA- dlci);z\rl:ggiigtdea
2017 controles DM= 18 incremento de Q, BMly (inespecifico) No
Control=18 Prevotella y alimentacio
Fusobacterium n
Descenso de
Bifidobacterium
Incremento de
Firmicutes
Proteobacteria y
Actinobacteria
Descenso de
Bacteroidetes
Enterotipo 69 hombre/
Bacteroide (134): 65 mujer
incremento en DM Ratio aumentado
_ de Bacteroides, Ajustado
n=171 Bifidobacterium, por edad o
17 3 Chi c (134) Clostridium XIVay género ' c Dllfsrr:jmuqog %e la
‘ ina asosy Xl,Parabacteroides . riterios . alfa diversidad en
X\l/aggze(t) controles DM= 134 Staphylpcoccus, BI\|A_|IDIG WHO Tto. antibM DM
N Control= Granulicatella, HOMA-By Gran diferencia en la|
37 Porpgﬁgﬁona& HOMA-IR beta diversidad

Anaerostipes,
Fusicatenibacter
Enterococcus,
Eggerthella y
Flavonifractor

Incremento en DM
de Lactobacillus,
Escherichia
Shigella

entre DM y controles
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Incremento de
Prevotella en grupo
control

Descenso de

Bifidobacterium 46
longum, hombfe/80
. mujer
Coprobacillus y
Veillonella Tiene en
cuenta
18| _ n=341 Incremento de edad, N No diferencias en la
Wang. ot China Rose_bgrla género, Criterios 0 d|v<_ar5|d§1d alfa; alta
al. 2021 Transversal DM= 30 hominis, BMI, WHO (incremento de diversidad beta
o preDM= 33 | Porphyromonas tabaco, Bifidobacterium) | €Ntre DM2 y grupo
Control=63 bennonis y HTA, control
antecedente
Paraprevotella. s familiares
de DM.
Descenso de
Bifidobacterium=
aumento de
riesgo de
desarrollo DM
nl= 300 .
China Roseburia 'y
DM=150 otras
Control=150 | Productoras de
butirato
19y n2= 96 aumentadas en
Wang et Dshlﬁcéz los controles -
al., 2017 Control= 43 | Descenso de 4 previamente
China Casosy especie_s de d_iagnostic_ado Si
controles n3= 352 Haemophilus en (inespecifico,
Dinamarca DM MGWAS of
DM=277 DMT2)
Control=75 | |ncremento de
Lactobacillus,
nd= 44 patogenos
Ch|_na oportunistas,
C(I)Dn'\t/lrt_)lzzoz 4 Streptococcgs y
Parabacteroides
distasonis en DM
nl
(discovery Diferencia en Discovery
cohort)1011 abundancia entre cohort 443
mujeres y hombres hombre;
DM=? en IGT de 568 muijer
PreDM= 226 Clostridia,
_ Bajo Faegagb""f"?”“m Y | validacién
riesgo=297 ubacterium
20 Wuet | Suecia Transversal Altogriesgo CEE(;LE:S Criterios
al., 2020 Control= 523 Descenso de 240 mu'ér WHO
productoras de |
n2 butirato en DM .
(validation | (Faecalibacterium, Tiene en
cohort)= 484 Clostridium, cuenta
Alistipes, sexo, edad,
DM=58 Pseudoflavonifract BMI,
Intolerancia or y Oscillibacter medicacién
glucosa=132 spp)

15



Niveles Glu
alterada=88
Control=206

Descenso en
prediabéticos de
Clostridiales
bacterium,
Flavonifractor
plautii,
Coprococcus
eutactus, Alistipes
obesi,
intestinimonas
butyriciproducens

Incremento de
Clostridium bolteae

21 Zhang
etal,
2021

Shangai

Transversal

n=182

DM= 22 no
obesos y
56 obesos

Control=52
no obesos
y 52
obesos

Descenso de
Faecalibacterium
prausnitzii y
Bacteroides
stercoris en DM-
NO (no obesos)
Descenso
Akkermansia
muciniphila en
DM NO

96
hombre/86
mujer

Tiene en

cuenta la
obesidad,
la edad, el
tabaco, la
presencia
de higado

graso

Criterios
American
Diabetes
Association
(ADA)

No

DM-NO: ratio
incrementado
No diversidad alfa
excepto entre los
diabéticos O- NO
(NO mayor
diversidad)

La diversidad era

Unica en el grupo de

diabéticos NO

22 X.
Zhang et
al., 2013

China

Transversal

n=121

DM= 13

PreDM=64

Control=44

Incremento
Clostridia, Dorea,
Prevotella,
Collinsella y
Betaproteobacteria

Descenso de
Streptococcus y
bacterias
productoras de
butirato,
Faecalibacterium,
Akkermansia
municiphila y
Haemophilus
parainfluenzae
Descenso de
Verrucomicrobia e
incremento de
Betaproteobacteria
en preDM

12
hombre/
32 mujer

Tiene en
cuenta
BMI, edad
y sexo

Criterios
WHO

No

Ratio incrementado

23 X.
Zhao et
al., 2020

China

Transversal

n=316

DM= 137
Control=17
9

Descenso
Bacteroidetes,
Bacteroides,
Prevotellay
Lachnospiraaceae
Blautia,
Faecalibacterium,
Lachnospira,
Roseburia,
Pseudobutyrivibrio

171
hombre/14
5 mujer

DM: Criterios
especificos
expuestos

No

Diversidad
disminuida en DM

Ratio incrementado

(descenso de
Bacteroidetes)
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Incremento
Actinobacteria
(bifidobacterium)
Verrucomicrobia
(Akkermansia) y
Proteobacteria
(Escherichia-
Shigella,
Subdoligranulum),
Enterococcus y
Lactobacillus

Tabla 3. Anélisis de la literatura incluida en el estudio

8.3. Analisis de los estudios

> Diversidad y enterotipo

La disbiosis y la disminucion de diversidad en la microbiota de los pacientes con
Diabetes Mellitus tipo 2 es evidente. En la secuenciacion del microbioma, estas
diferencias se han clasificado en dos grupos; diversidad alfa, que indica la
diversidad dentro de la muestra del paciente; y diversidad beta, la diversidad entre
las muestras de los diferentes pacientes 6. Anteriormente se relacionaba la primera
con multiples enfermedades, pero se ha visto que esta conclusion es incierta puesto
que hay resultados contradictorios al respecto %1, En la investigacion de Z. Chen
etal 7, un aumento de alfa diversidad se vinculaba a una disminucién de resistencia
a lainsulina'y a una menor prevalencia de diabetes tipo 2, mientras que un aumento
de diversidad beta se relacionaba con la resistencia a la insulina. No obstante, en el
estudio de Doumatey et al 19 la alfa diversidad es mayor en el grupo de casos,
aunque esto podria deberse a que el 97% estaban tratados con antidiabéticos.
También afirma que la DMT2 esta fuertemente asociada al perfil de abundancia del
microbioma medido por la diversidad beta. De la misma manera, en el estudio de
Kitten et al 1%, la diversidad alfa y beta no son significativas, lo que también podria

estar relacionado con el uso de metformina en los pacientes.

Las dos comunidades mas prevalentes en nuestro intestino son los Firmicutes y
los Bacteroidetes. Asi, en 2011 se introdujo un método para investigar la microbiota
y su relacion con diferentes enfermedades; basandose en la composicidon
taxondmica, se clasifico la microbiota en 3 enterotipos. El primero dominado por los

Bacteroides, el segundo encabezado por la Prevotella, y el ultimo guiado por el
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Ruminococcus. En el estudio de J. Wang et al '/, los pacientes se dividen en dos
grupos, segun los géneros predominantes de bacterias; 134 en el enterotipo
Bacteroides, y 37 en el enterotipo Prevotella. En el primero, existe un incremento en
los pacientes DMT2 de Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium XlIVa y XI,
Parabacteroides, Staphylococcus, Granulicatella, Porphyromonas, Blautia,
Anaerostipes, Fusicatenibacter, Enterococcus, Eggerthella y Flavonifractor. El
Enterococcus y la Granulicatella estan relacionados con la HbAlc; la Eggerthella
(Actinobacteria, ) con la glucosa plasmatica en ayunas; Eggerthella, Enterococcus
y Bifidobacterium con la glucosa plasmética 2 horas después de la comida; este
ultimo, junto con los Bacteroides y el Fusicatenibacter con el HOMA2-IR; y el
Clostridium XVIII con el HOMA2-B. Ademas, Eggerthella y Bifidobacterium
(abundantes en el grupo DMT2) estan relacionados positivamente con el aumento
de LPS y TNFx, factores proinflamatorios y endotdxicos que afectan directamente a
la sensibilidad de la insulina. No obstante, el estudio de L. Wang *8 indica que existe
un descenso de Bifidobacterium, correlacionado negativamente con los niveles de
glucosa en ayunas y tras la ingesta, y que esto podria propiciar el desarrollo de la
enfermedad. El género Flavonifractor y pseudoflavonifractor también se ha visto
disminuido en pacientes con alto riesgo de DM y en pacientes diabéticos,

respectivamente 0.

El ratio marcador de enfermedad, Firmicutes/ Bacteroidetes, sigue sin tener una
conclusién claramente establecida; la mayoria de resultados parece que relacionan
el incremento de los Firmicutes con la Diabetes, con el consecuente descenso de
los Bacteroidetes 1721, Sin embargo, esto puede estar influenciado por la obesidad
y la dislipemia; por ejemplo, en el primer estudio, los pacientes presentaban altos
niveles de triglicéridos por lo que se piensa que el resultado podia estar alterado
debido a esta causa. No obstante, en el segundo, se aclara que este ratio aumenta
en el grupo de pacientes diabéticos no obesos.

También existen resultados contradictorios al respecto, con un descenso de
Firmicutes %14 y un aumento de Actinobacterias por encima de los Bacteroidetes.

En el Ultimo estudio'#, las Actinobacterias estaban disminuidas (Collinsella y
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Bifidobacteria), posiblemente por el efecto de la metformina. Ademas, el género
Collinsella esta asociado positivamente a la insulina, péptido C y HOMA-IR, lo que
irfa mas a favor de las conclusiones de los otros articulos 1222,

Pese a que algunos de los resultados no son estadisticamente significativos 6, en
algunos estudios se observa el aumento de Fusobacteria '3, relacionada con la
produccién de energia, la adhesién a las células epiteliales del huésped y
respuestas inflamatorias.

» Caracteristicas vy funciéon de los distintos filos

Dentro de los Bacteroidetes, se encuentra el género Bacteroides, encargado
mayoritariamente de fermentar la fibra no digerible en acidos grasos de cadena
corta (SCFAs); el acido propiodnico, relacionado con la grasa visceral; el acido
acético y propidnico ligado a la homeostasis de la glucosa 23. Se ha visto que hay
un descenso en pacientes diabéticos de bacterias productoras de SCFA’s
(Faecalibacterium, Roseburia, Blautia, del filo Firmicutes 121519 Bifidobacterium y
Akkermansia, del filo Verrucomicrobia 22, asi como otros géneros de la familia
Lachnospiraceae).

Dentro de los SCFA’s, el acido propidénico esta asociado a la produccion de butirato
y este con GLP1, que se relaciona con la homeostasis de la glucosa, proteccion de
la barrera intestinal y el estrés oxidativo. Los genes implicados en la biosintesis de
butirato desde carbohidratos (but, buk) y proteinas (atoA/D y 4hbt) estan
disminuidos en prediabéticos y en pacientes DM del cohorte de validacién %°. De
hecho, el incremento de Christensenellaceae, Marvinbryantia, Ruminococcaceae y
Clostridiaceae, Peptostreptococcaceae, Clostridium, Intestinibacter, Romboutsia
disminuyen el riesgo de HOMA-IR y de prevalencia de DM2, respectivamente segun
el estudio de Z. Chen et al /. Similar a lo que constata Maskarinek et al. 1* en su
estudio, en relacién al descenso de algunas de estas bacterias (Clostridium,
Lachnospira, Peptostreptococcaceae), con la baja produccion de SCFA’s y la
Diabetes Mellitus 4. Chen et al. 8 también observé un descenso en pacientes
diabéticos de Clostridium leptum y Clostridium coccoides, el principal grupo de

bacterias productoras de butirato.

19



Pese a que esta conclusion si parece mas afianzada que el resto, algunos articulos
presentan resultados diferentes, como el estudio de L. Wang et al. 8, con un
aumento de Roseburia hominis, Porphyromonas bennonis y Paraprevotella
unclassified en pacientes diabéticos; es decir, un aumento de la clase Clostridia en
estos pacientes .

También son poco concluyentes los resultados para Prevotella; una pequefa parte
de los estudios indica que es una bacteria con propiedades antiinflamatorias y que,
por tanto, se encuentra descendida en pacientes diabéticos " 23, mientras que la
otra parte afirma que esta incrementada en estos enfermos 619161822 E| estudio de
Kulkarni et al. 12 presenta un aumento de Prevotella copri, y un descenso de
Prevotella stercorea.

De la misma forma, es dudoso el desenlace frente al género Haemophilus; en
algunos articulos desciende %22, mientras que en otros se encuentra
incrementado?’?.

El incremento de Lactobacillus en estos pacientes es un hecho constatado; se

correlaciona con los niveles de glucosa, HBA1C y HOMA-IR 81619,

» Metabolitos y factores proinflamatorios gue afectan a la sensibilidad de la

insulina

Algunos aminoacidos, como la Tirosina y la Alanina, se han visto asociados al
desarrollo de resistencia a la insulina y de DM mediante la sobreexpresion de
algunas proteinas microbianas como sprC, HAAO,y gbcA *3. La permeabilidad de la
mucosa esta relacionada con la resistencia a la insulina; se ha visto que sprC esta
vinculada con la motilidad celular, permitiendo la entrada de las bacterias a través
de la mucosa. Asi pues, la conexion de HAAO con el metabolismo del triptéfano y
la relacidn con la resistencia a la insulina y la inflamacién es evidente. Y por ultimo,
GbcA relacionada con el metabolismo de la glicina, conduciendo al mismo resultado
gue la anterior y aumentando, por tanto, el riesgo de Diabetes Mellitus. Los
productos de la fermentacién de estos aminoacidos (amoniaco, aminas, derivados

fendlicos) pueden afectar a la sensibilidad de la insulina .
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Se ha postulado la relacion entre ciertas vias metabdlicas y la etiologia de la
enfermedad; la via ABC (ATP- binding cassette, importante en la homeostasis
gastrointestinal) se ha visto aumentada en DM, mientras que la asociada al
transporte de aminoacidos esta disminuida en estos pacientes 1°. Existen otras vias
sobreexpresadas también, como por ejemplo la de la sintesis y metabolismo de
biotina, lo que sugiere un descenso de esta vitamina que puede estar relacionado

con la microbiota y su funcién %°.

Se han observado también genes implicados en la virulencia de los patégenos
(Virulence Factors, VF); toxinas, proteinas de superficie, carbohidratos de
superficie, enzimas hidroliticas... De un total de 125 VF, el 70.4% estan presentes
en los pacientes diabéticos, con caracteristicas como por ejemplo la adhesion,

motilidad, invasion o quimiotaxis *°.

Ademas, se ha sugerido también la existencia de citokinas proinflamatorias y
endotoéxicas (LPS) producto de estas bacterias alteradas en los pacientes diabéticos
gue aumentan la inflamacién e inducen resistencia a la insulina 2. Estas suelen
estar producidas por bacterias Gram- (Bacteroidetes), Proteobacterias
(Subdoligranulim, Escherichia, Shigella)!®423 o patégenas oportunistas
(Enterococcus, Klebsiella, o Clostridium clostridioforme o bolteae) *>23, En el grupo
de pacientes DMT2 se encontré unos niveles superiores de DAO, TNFX 'y LPS 17,
ademas de un aumento de PCR y monocitos ?°, lo que no hace mas que probar el
ambiente de endotoxemia e inflamacion cronica de bajo grado que se da en la
enfermedad. El descenso de ciertas bacterias consideradas anti-inflamatorias
(Faecalibacterium prausnitzi) o el incremento de las pro-inflamatorias
(Lactobacillus), induce a la activacion de vias como la NF-kb y sus consecutivas
citokinas generadoras de este ambiente proinflamatorio, como IL-6 o IL-8. Ademas,
el aumento de Butyricimonas esta asociado a la produccion de IL-1By TGFB1, y el
descenso de Bacteroides fragilis también se ha relacionado con el aumento de la

inflamacion intestinal 12,
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En cuanto a la progresion de la enfermedad, se relaciona el aumento de
Actinobacteria y Firmicutes con la alteracion de los niveles de glucosa 618,

Se ha visto que el incremento de Escherichia (Proteobacteria) y de Veillonella
(Firmicutes) induce la progresion de la enfermedad, relacionandose directamente
con la funcion de la célula beta pancredtica, la resistencia a la insulina y la
hemoglobina glicada, mientras que niveles elevados de Blautia y Anaerostipes
(Firmicutes productoras de butirato) se asocian a una normofuncién del pancreas °.
Ademas, en el estudio de Diener et al %, se observa la relacién entre la presion
arterial y la grasa corporal con la Veillonella, después de ajustar estas variables; no
obstante, también hay estudios que concluyen con un descenso de este género de
bacterias 8.

Se ha correlacionado positivamente también la Akkermansia muciniphila con la
secrecion de insulina (HOMA%B), visible el descenso de esta bacteria en el grupo
de DM no obesos, 2%. También se ha observado un descenso de Verrucomicrobia
en pacientes DMT2 obesos en el trabajo de Ahmad et al. © pese a que en el anterior
estudio %! el resultado no era estadisticamente significativo en este grupo.

En el estudio de Zhang et al 2%, la diversidad en los pacientes diabéticos obesos es
mucho menor que en la de no obesos. No obstante, la microbiota de este ultimo
grupo presenta caracteristicas Unicas que no estan presentes en el resto de

pacientes.

» Variables confusoras

La microbiota puede estar alterada por multitud de factores ambientales; dieta
(medida en algunos estudios mediante el parametro Healthy Eating Index), polucién,
ejercicio fisico (indice IPAQ), medicacion (sobre todo, metformina)... No tener en
cuenta estos factores podria causar una mayor diversidad en las bacterias de los
pacientes diabéticos, mostrando una falsa igualdad entre la diversidad alfa de
ambos grupos y alterando los diferentes resultados y conclusiones. Por ejemplo,
centrandonos en la metformina, el incremento de Verrucomicrobiaceae
(Akkermansia 1°, influida posiblemente también por la dieta), el descenso de

Escherichia y Veillonella °, o el “no incremento” de Estreptococo en los pacientes
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DMT2, que indicaria su alto riesgo cardiovascular *. Sin embargo, la investigacion
de Chen et al. & prueba que el Clostridium (descendido en pacientes diabéticos)
descendia todavia mas después de tres meses de medicacion pese a ser una
bacteria productora de butirato y, por tanto, beneficiosa. De la misma manera, en
el estudio de Maskarinec et al. * se observa una diversidad de microbiota menor

qgue en los no tratados, por lo que el efecto de estas variables no esta claro todavia.
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9. DISCUSION

> Diversidad y enterotipo

La Diabetes Mellitus tipo 2 es una enfermedad sumamente prevalente en la
actualidad, y pese al prolongado y exhaustivo estudio de su etiologia, prevencion,
diagnéstico y tratamiento, continda en incesante aumento.

La cantidad de bacterias que componen la microbiota determina su propia
capacidad de proteccion; se ha observado que los pacientes con diabetes presentan
una disminucion en la cantidad y calidad de la microbiota. La mayor parte de la
microbiota intestinal se compone de Firmicutes y Bacteroidetes, ademas de
Actinobacterias, Proteobacterias y Verrucomicrobia. En un estudio de China,
dividieron a los pacientes provenientes de dos etnias distintas. Asi pues, se observo
gue los Kazaks, que presentaban mucha menos carga de enfermedad que los
Uygurs, tenian una microbiota mucho mas rica que la del otro grupo comparativo 2.
Ha sido comprobado que una dieta alta en grasas propicia el aumento en el ratio
Firmicutes/ Bacteroidetes, resultado que se ha comprobado también en pacientes
diabéticos y obesos 123, Esto podria sugerir una relacion entre el estado de
sobrepeso, la intolerancia a la glucosa, y el cambio de diversidad en la microbiota.
En un estudio en el cual se trata de relacionar la masa corporal y la microbiota en
pacientes con Diabetes tipo 2 2°, se determiné el indice de masa corporal (BMI) en
poblacién Taiwanesa, se clasificO segun bioimpedancia (BCM) y se tratdé de
observar si habia distinciones en su microbiota intestinal. No obstante, se vio una
relacion directa entre el LTI (Lean Tissue Index, sobre todo en pacientes con BMI>
24 kg/m2), la abundancia de Firmicutes y un mayor ratio Firmicutes/ Bacteroidetes.
No se observo relacion entre FTI (Fat Tissue Index) y la microbiota intestinal en

pacientes Diabéticos.

» Caracteristicas y funcién de los distintos filos

Una de las funciones del género Bacteroides es la fermentacién de azlUcares en
acidos grasos de cadena corta (SCFAS), por lo que la alteracién en la homeostasis
de la glucosa producida en la enfermedad podria estar causada por el descenso de

este género de bacterias, entre otras 23. Aun asi, el filo Firmicutes contiene también
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gran cantidad de bacterias productoras de SCFA’s 1, lo que podria resultar algo
contradictorio. Sin embargo, se han encontrado multiples resultados opuestos frente
a esta afirmacion (disminucion de la cantidad de Firmicutes en la DM2, 10:25.26.27.28
Por lo tanto, se sugiere en la actualidad que el ratio Firmicutes/Bacteroidetes no es
un marcador para la disbiosis asociada a la diabetes u obesidad. Estas
contradicciones pueden ser explicadas por las diferencias en la toma de datos
analiticos y los métodos de secuenciacion 2°, asi como por diferencias en la
ascendencia, region geogréfica, alimentacion o tratamiento antidiabético 1°.

Se ha observado también un ratio elevado de bacterias endotéxicas productoras de
LPS (lipopolisacaridos) y una disminucion de bacterias productoras de SCFA’s
(Roseburia spp., Eubacterium rectale y Faecalibacterium prausnitzii y Clostridium
groups IV y XlIVa, %, factor que podria estar ligado a la desregulacién del

metabolismo de la glucosa.

Los acidos grasos de cadena corta (SCFA’s), sobre todo acido acético, acido
propidnico y acido butirico, son producidos a partir de la fibra de la dieta y
metabolizados por la microbiota intestinal. Entre sus funciones destacan el uso
como fuente de carbono para generar metabolitos enddgenos y la inhibicidon de la
colonizacion de bacterias patdégenas, asi como el crecimiento de las beneficiosas
para el tracto grastrointestinal. También estan relacionados con la permeabilidad
del tracto (regulando las uniones tight y/o inhibiendo el inflamosoma3?) y el
enriquecimiento de la funcion del sistema inmune, reduciendo citoquinas
proinflamatorias e incrementando la poblacion de células T reguladoras a través de

las proteinas G receptoras (GPCRS).

El acetato se metaboliza sobre todo en el musculo, rifiones, corazén y
cerebro. El propionato se metaboliza en el higado y es un sustrato neoglucogénico
gue inhibe la sintesis de colesterol y regula la lipogénesis en el tejido adiposo;
ambos se relacionan con la homeostasis de la glucosa 2. Y, por ultimo, el butirato
se metaboliza por las bacterias del tracto digestivo, donde ejerce su accion como
sustrato y regula el crecimiento celular y diferenciacion mediante diferentes

mecanismos 32,
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Los SCFAs, en especial el butirato, promueven la secrecion de GLP1 y
péptido YY, y descienden los niveles de glucosa en sangre 2. Estas hormonas estan
encargadas de la estimulacion de insulina dependiente de glucosa, vaciamiento

gastrico e ingesta de alimentos 3.

El butirato reduce la traslocacion de LPS a través del epitelio intestinal, y
estimula el factor de transcripcibn PPAR-Y (peroxisoma proliferator-activated
receptor gamma), que inhibe la via NF-kB proinflamatoria, ademas de inhibir el IFNy.
Todo ello conlleva una supresion de la inflamacion 2. Las bacterias productoras de
Butirato, como Eubacterium rectale, Blautia, Clostridiales sp. SS3/4,
Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides intestinalis y Roseburia intestinalis, se han
visto disminuidas en estudios con pacientes diabéticos procedentes de China y
Europa 2. La deplecion de Faecalibacterium prausnitzii (perteneciente a la familia
Ruminococcaceae, clase Clostridia y filo Firmicutes), microorganismo con
propiedades antiinflamatorias encargado de la produccion de butirato, podria ser un
gran indicador de patologia intestinal 234 También podria serlo la presencia o
alteracion del género Roseburia spp, productora de SCFA’s (especialmente
butirato), por su relaciéon con la homeostasis de la glucosa % , aunque también hay
resultados contradictorios al respecto 8,

Sin embargo, también puede haber un aumento de ciertas bacterias productoras de
butirato debido al incremento de patdégenos oportunistas del cluster Clostridium

clostridioforme 29,

En prediabéticos, se han observado ciertos cambios que podrian indicar
progresion de la intolerancia a la glucosa y conversiéon a la DM, como podria ser un
descenso de la Actinobacteria bifidobacterium 8, de Verrucomicrobia, o un aumento

de Bacteroides, Clostridium y Betaproteobacteria 22.

» Metabolitos y factores proinflamatorios

La disbiosis producida por los diferentes factores anteriormente expuestos

(dieta, obesidad, estilo de vida) puede alterar la permeabilidad de la membrana
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intestinal. Las bacterias encargadas de la proteccion de la mucosa, como
F.prausnitzii y Akkermansia muciniphila, estan reducidas. De hecho, La
Akkermansia se ha visto relacionada con la produccién de insulina (HOMA%B) en
pacientes con Diabetes 21. No obstante, los resultados acerca de esta bacteria son
incongruentes; se ha visto tanto disminuida ¢ como incrementada en sujetos con
obesidad %¢. El descenso de Verrucomicrobia podria explicar la alteraciéon de la
sensibilidad a la insulina y del mantenimiento del estatus inflamatorio del tracto
digestivo, ademas del sobrecrecimiento inverso de otras bacterias como las
Proteobacterias . Su incremento en estos pacientes podria ser también producto
del tratamiento con Metformina %23, No obstante, en el estudio de X. Zhang et al %2,
explica que en sus criterios de exclusion se encontraba el uso de, entre otros,
farmacos antidiabéticos, por lo que la conclusion (en este caso, el descenso de

Akkermansia) no podia estar manipulada por esta covariable.

Ademas, la hiperglucemia mantenida de los pacientes con Diabetes Mellitus tipo
2 también afecta a la integridad de este sistema estructural; el resultado es el paso
de metabolitos, patégenos y componentes inflamatorios con mayor facilidad al
torrente sanguineo 2, con la consecuente base inflamatoria cronica que padecen los
pacientes de esta enfermedad.
Se ha observado ciertos genes modificados debido a la toma de antibidticos
(Antibiotic Resistance genes, AR), o genes implicados en la virulencia de los
patogenos (Virulence Factors, VF), que podrian alterar la permeabilidad intestinal e

influir en la sensibilidad a la insulina y el posterior desarrollo de DMT21°,

Como parte del aumento del estado proinflamatorio en estos pacientes, se
ha visto también una desregulacion en el sistema inmune adaptativo; el paso de
estas sustancias y moléculas debido al aumento de permeabilidad podria
desencadenar una cascada inflamatoria iniciada por la deteccién de proteinas
an6malas (PAMPs de microorganismos, como los LPS) por parte de Toll Like
Receptors (TLR).
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La activacion de TLR4 2 conduciria a la secrecion de ciertas citokinas (IL-1, IL-6,
TNF-X) e induciria la formacion de macréfagos inflamatorios (fenotipo M1), que
alcanzarian el tejido muscular y adiposo, generando la inflamacién de base
sistémica advertida en estos pacientes y resistencia a la insulina 2. No obstante, la
interleukina IL-36, pese a ser familia de la IL-1, ha demostrado contribuir a la
regulacién de la mucosa intestinal, los niveles de glucosa en sangre y la regulacién

del estado pro-inflamatorio 2.

Acrecentando este grado de inflamacion descubierto en la Diabetes Mellitus,
se encuentra el cambio en la microbiota y el crecimiento de bacterias endotdxicas
productoras de lipopolisacéaridos (LPS), como por ejemplo el filo Proteobacteria
63839 dentro del cual la E. coli es la mas destacada 2%, que ademas es capaz de
secretar enzimas que degradan la mucosa y destruyen la barrera intestinal 2.
Ademas, Eggerthella y Bifidobacterium (Actinobacterias), abundantes en el
Enterotipo Bacteroides 7, estan relacionados positivamente con el aumento de

LPS y TNFx, factores proinflamatorios y endotoxicos que afectan directamente a la
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sensibilidad de la insulina. Con estos resultados, podriamos deducir que el
enterotipo Bacteroides aumenta el riesgo de desarrollo de Diabetes mellitus tipo 2.
No obstante, los resultados que conciernen al género Bifidobacterium son poco
esclarecedores; algunos estudios indican que hay un incremento de esta bacteria
en pacientes diabéticos, mientras que otros afirman que existe un descenso y que,
al estar correlacionada negativamente con los niveles plasmaticos de glucosa en
ayunas y los niveles de glucosa tras 2 horas de la ingesta, esto puede propiciar el
desarrollo a largo plazo de la enfermedad en pacientes sanos 16 18,

Por tanto, en algunos estudios las Actinobacterias estan incrementadas 101222,
mientras que en otros estan descendidas. Este resultado podria estar sesgado por
el uso de antidiabéticos como la metformina 4 '8 aunque difieren en el efecto final
de esta (unos afirman que desciende su numero mientras que los otros concluyen
gue lo incrementa). Dentro de este filo, la Collinsella esta relacionada con el HOMA-
IR, ademas de participar en la transformacion de acidos biliares (via hidroxiesteroide

deshidrogenasa, actividad que se encuentra alterada en la DMT2).

En estudios de pacientes DM obesos, se ha observado una disminucion de
la abundancia de Proteobacterias (productoras de LPS), con un incremento de
otras GRAM- como Allisonella y Diallister 6. El aumento de Firmicutes (Gram
positivos) frente al descenso de Bacteroidetes (Gram negativos) en este grupo de
pacientes podria mejorar el nivel de endotoxemia generado por los Bacteroidetes,
mejorando la expresion de iINOS vy, por consiguiente, la sensibilidad a la insulina 12,
En comparacion, la microbiota en pacientes obesos diabéticos es mucho menos
diversa y mas pobre que en pacientes no obesos %'

La leptina, como mediador proinflamatorio producido por los adipocitos, regula la
activacion de vias proinflamatorias (proteina SOCS, via IKKB para la activaciéon de
NF-kB (factor nuclear kb), o via JNK, lo que induce también resistencia a la

insulina?°.

El sistema endocannabinoide (eCB) es otra de las posibles asociaciones

debido a la relacion con la inflamacién y el control de la permeabilidad del tracto
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gastrointestinal mediante la accién del receptor CB1 3, ademas de la modulacién del
metabolismo de la glucosa gracias a la interaccion entre los receptores CB2, que
mejoran la tolerancia a esta, y CB1, que parece ser antagonista de CB2. Ademas
se ha visto que el sistema eCB estad sobreestimulado en pacientes obesos, en

pacientes con disbiosis y en el aumento de endotoxemia 3.

Algunos metabolitos que influyen en la homeostasis metabdlica intestinal y
sistémica, ademas de los SCFAs, son el TMAO, los BCAAs, los &cidos biliares, el
triptéfano y derivados indol 3.

Se ha observado que un nivel elevado en sangre del antioxidante Acido
Indolpropiénico (IPA), producto del aminoacido triptéfano y metabolizado en la
microbiota sobre todo gracias a la orden Clostridiales, regula la permeabilidad de la
barrera intestinal y disminuye el riesgo de desarrollar Diabetes tipo 2 442, La causa
de su disminucion en pacientes diabéticos podria estar relacionada con el aumento
de géneros bacterianos como Blautia, o en si el filo Firmicutes; al contrario, el género
Faecalibacterium prasunitzii esta relacionado positivamente con los niveles de esta
molécula.

También se ha visto una elevacion de los niveles de Imidazol Propionato (ImP, el
metabolito de la histidina) y de succinato (un intermediario en la produccion de este)
en estos pacientes. Puede estar relacionado con un enterotipo 2 Bacteroide, que
suele estar identificado con una disminucion en la riqueza de la microbiota,
metabolismo alterado y ambiente proinflamatorio. En este enterotipo predomina la
familia Prevotellaceae, productora de succinato 4344, resultado que no concuerda
con las conclusiones de nuestro estudio 7. Otras bacterias productoras de succinato
son las de la familia Veillonellaceae; ambas elevadas sobre todo en sujetos obesos
y con enfermedades inflamatorias del intestino. EI ImP activa la via de sefializacion
de mTORC1, lo que inhibe la formaciéon del receptor de insulina 2 y conduciria a la
resistencia hacia esta molécula.

Bacterias como la Prevotella copri, encargadas de la sintesis de amino-acidos de
cadena ramificada (BCAAs) y del consiguiente aumento de estos en sangre

periférica, se han visto incrementadas con un resultado de resistencia a la insulina
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e intolerancia a la glucosa 2*. Sin embargo, esto podria estar relacionado con la
dieta, puesto que hay estudios con resultados contradictorios sobre este aspecto 23.

La fosfatidilcolina, L-carnitina y colina pueden metabolizarse también en
trimetilamina (TMA) gracias a la microbiota, y pasar a TMA-N-oxide o TMAO en el
higado posteriormente. Este metabolito también se ha visto implicado en la disbiosis
y aumentado en enfermedades cardiovasculares, en la progresion de higado graso
no alcohdlico (NAFLD) asi como en la Diabetes tipo 2 %°. Se ha relacionado
directamente el aumento de los niveles de TMAO con la diabetes tipo 2 debido a su
funcion en la tolerancia a la glucosa, inflamacién y bloqueo la via de sefalizacién

de la insulina en el tejido adiposo “¢.

Los acidos biliares (BA) primarios son sintetizados a partir del colesterol mediante
oxidacion enzimatica en el higado, para posteriormente convertirse en secundarios
gracias a la actividad de bacterias anaerobias del intestino. El gen para la coenzima
A ligasa (baiB, llave para la transformacion de estos acidos biliares primarios en
secundarios), que se ha correlacionado positivamente con la Akkermansia
muciniphila, se ha visto disminuido en pacientes diabéticos no obesos. Ademas, se
ha observado también con este descenso, un aumento de BCDA (3b-
chenodeoxycholic acid), otro producto alternativo para la transformacion de los
acidos. Por tanto, con el descenso de la bacteria en pacientes diabéticos, se
encuentra el descenso de secrecion de insulina, descenso de baiB e incremento de
BCDA. Se requiere mas investigacion para estudiar la relacion entre la Akkermansia

y los acidos biliares 22.

» Variables confusoras

Previamente se habia observado un cambio en la microbiota en pacientes
diabéticos pero se relacion6 con los farmacos antidiabéticos que estos pacientes
tomaban. Sin embargo, recientemente se ha visto que si que existe una disbiosis
en estos pacientes independientemente de la toma de farmacos 47, aunque es cierto

gue los resultados pueden verse influidos por estos (sobre todo por la metformina®).
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El desenlace acerca de la posible confusidbn generada por el tratamiento de la
diabetes son, cuanto menos, poco concluyentes; algunos estudios indican que la
metformina devuelve a la normalidad los niveles de bacterias alteradas en la
enfermedad ° o incrementan las que son beneficiosas (Verrucomicrobiaceae 1°),
restaurando la microbiota e incrementando su diversidad; otros explican la
reducciéon de bacterias beneficiosas como Clostridium coccoides y C. leptum &, o
directamente el agravamiento de la dishiosis 23. Podria deducirse que, pese a que
las bacterias productoras de butirato son beneficiosas para el bienestar del tracto
digestivo, un exceso puede ser incluso un riesgo para el desarrollo de la enfermedad
por su papel en el aporte de energia adicional y el aumento de la tasa de apoptosis.

La ganancia en variedad de la microbiota producida por la medicacion
antidiabética podria conducir a una interpretacion alterada de la diversidad alfa y
beta. Aun asi, las conclusiones acerca de la confusion producida por esta variable
siguen sin estar claras. De la misma manera, un sujeto incluido en el estudio como
sano o control que presente alguna patologia de base, podria de la misma forma
alterar la cantidad o calidad de las bacterias, influyendo también en la diversidad

bacteriana de la microbiota 1.

32



10. CONCLUSIONES

Los pacientes con Diabetes tipo 2 suelen presentar sobrepeso u obesidad
debido a que la patogenia de la enfermedad se debe a la resistencia a la insulina
inducida por el aumento de tejido adiposo, sindrome metabdlico, etc. En primer
lugar, el ratio Firmicutes/Bacteroidetes esta aumentado en pacientes obesos y
diabéticos (BMI>24 kg/m2), probablemente porque los Firmicutes estan
relacionados con el trasporte de nutrientes, y emplean la fuente de energia de una
forma mas efectiva que los Bacteroidetes °. No obstante, los resultados acerca de

este ratio no son concluyentes en la actualidad.

En segundo lugar, estos pacientes requieren del manejo de su patologia
mediante farmacos antidiabéticos de la primera linea como la metformina. Este
farmaco ha demostrado ser un factor de confusion puesto que es capaz de disminuir
0 aumentar poblaciones de bacterias como por ejemplo el Bifidobacterium, la
Akkermansia muciniphila o Lactobacillus, devolviéndolos a sus niveles normales y
beneficiosos; no obstante también existen conclusiones contradictorias. La gran
mayoria de nuestros articulos presentaban toma activa de metformina, por lo que

los resultados se pueden haber visto influidos por esta.

Finalmente, existen una gran variedad de factores que influyen en la
predisposicion a padecer Diabetes Mellitus tipo 2 (dieta, estilo de vida, area
geografica, genética...). Es por esto, que no se puede atribuir un desenlace como

es la Diabetes Mellitus a la accién de una determinada poblacién de bacterias 2.

Es, por tanto, de creciente interés el estudio de la relacion entre obesidad y Diabetes
Mellitus frente a la microbiota, asi como la influencia de la metformina en la misma.
En general, los resultados acerca de la relacién entre la microbiota intestinal y la
Diabetes Mellitus son sumamente contradictorios, por lo que es de gran necesidad
el aporte de informacion mediante estudios de mayor calidad que permitan

establecer una clara relacién entre la exposicion y la patologia detallada.
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Como posibles limitaciones de este trabajo, la baja calidad de los estudios seria
la mas destacable, puesto que son casos y controles o transversales y no permiten
establecer un orden de causalidad. El no ajuste por otras variables de interés de
algunos articulos seria otra limitacién, puesto que las variables de confusion son
numerosas en este ambito y es preciso controlarlas para poder extraer un resultado
minimamente fiable. Por otro lado, la puntuacion del riesgo de sesgo se ha podido
ver algo incrementada por nuestra parte debido al desconocimiento y no control de
la herramienta empleada. Por ultimo, la presencia de un error en la transcripciéon de
datos de una tabla a una leyenda en un articulo ** podia confundir las conclusiones,

por lo que no lo hemos incluido en los resultados.
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13.MATERIAL SUPLEMENTARIO- ANEXOS

» ANEXO 1: Evaluacion del riesgo de sesgos (NOS)

A. Seleccidn
¢Es la definicion del caso adecuada?
Representatividad de los casos
Seleccidén de los controles

0N P

Definicidon de los controles

B. Comparabilidad
1. Comparabilidad de casos y controles en base al disefio o analisis: desenlace

primario o secundario (outcomes secundarios)

C. Exposicion
1. Determinacion de la exposicion
2. Mismo método de verificacion de casos y controles

3. Tasa de no respuesta (mantenimiento de la muestra)
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(Ahmad et al., 2019) —» 5

JUSTIFICACION

1. Definicién de los casos

a. Si, con validacién independiente
*)

b. Si, por ejemplo vinculacién de
registros o autoinformes

c. No descrito

2. Representatividad de los
casos

a. Si, serie de casos
consecutivos o obviamente
representativos (*)

b. Posibilidad de sesgo de
seleccién o no declarado

“..from the diabetic clinic of
the Social Security Hospital,
Islamabad.”

3. Seleccién de los controles

a. Controles comunitarios (*)
b. Controles hospitalarios
c. No descrito

Zo~-oomrmw

4. Definicion de los controles

a. No hay historia de enfermedad
*)

b. No hay mencién de la historia
de la enfermedad, no hay
descripcién de la fuente

son comparables (control de
covariables)

O>»0 "M -wW>»X0>»TVTZ00

1. Los sujetos en grupos distintos

a. Se controla para la covariable
mas importante (*)

b. Se controla para otras
covariables (*)

“.. characterize the gut
microbiome of obese-T2DM
and healthy individuals in
the Pakistani population.”

1. Determinacién de la
exposicion

a. Registro seguro (*)

b. Entrevista estructurada donde se
ciega el estado caso control (*)

c. Entrevista no cegada

d. Autoinforme escrito o registro
médico solamente

e. Ninguna descripcion

“The filtered high-quality
reads were stitched by
using FLASH... OIIME,
UCHIME...)”

Z0T 0O umwoTXMm

de casos y controles

2. Mismo método de verificacién

a. Si (%
b. No

“16S rRNA sequencing
targeting V3-V4
hypervariable regions”

3. Tasa de no respuesta

a. La misma para ambos grupos
*)

b. No se describe encuestados

c. Tasa diferente y sin designacion

Tabla 4.Evaluacién individual del riesgo de sesgo de cada articulo incluido en el estudio

Tabla 4 Evaluacién individual del riesgo de sesgo de cada articulo incluido en el estudio
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(Z.Chen et al., 2021) — 8

JUSTIFICACION

1. Representatividad
de la muestra

a. Muy
representativa (*)
b. Ligeramente
representativa (*)
c. Grupos diana
d. No descrito

“2166 participants in this study: 1418 from the
Rotterdam Study, and 748 from the LifeLines-DEEP
study”, from Netherlans”

2. Tamafo de la

a. Justificaday

inapropiado o
incompleto

S muestra satisfactoria (*) n=2166
E b. No justificada
L a. N° satisfactorio o
E de respondedores “4671 participants, 2607 had
C *) data on gut microbiome composition. From these
C o 2607 participants, we excluded participants without
[ 3. No respondedores b. N d% d information on type 2 diabetes, resulting in
) respon e ore's 2166 participants for analyses on gut microbiome
N noNsa'gsfac'torlo and type 2 diabetes status”
c. No descrito
a. Herramienta de
medida validada V3 and VA h bl ons of the bacterial
HP4 ok an ypervariaole regions o, e bacteria
4;( EVE}IL:E};:]IOHI (fje Itar E) L rramienta n 16S ribosomal RNA gene were amplified and
eXposicio (al facto - hierramienta no sequenced on the lllumina MiSeq platform (Illumina
de riesgo) validada pero Inc)”
descrita (*)
c. No descrito
C “...we adjusted for age, sex, time in mail (RS only),
3 and DNA batch effect (RS only) in model 1. In
P a. Se controla model 2, we additionally adjusted for alcohol intake,
A ) para la covariable energy intake, smoking,educational level (RS only),
R 1. Los sujetos en mas importante and physical activity. In model 3, we additionally
A | grupos distintos son *) adjusted for body massindex (BMI; calculated as
B comparables (control b S | weight in kilograms divided by height in meters
| de covariables) - Se controla squared). Last, in model 4,we additionally adjusted
L paraotras for use of lipid-lowering drugs and proton pump
. covariables (*) inhibitors™
A
D
a. Evaluacién
mediante ciego
independiente (**)
R 1. Evaluacion del b. Registro de “Cases of type 2 diabetes were identified according
g | resultado asociacién (**) to World Health Organization criteria”
S c. Autoevaluacion
U ) .
L d. No descrito
T
A .
D a. Descrito y
i *
o apropiado (*)
S 2. Test estadistico b. No descrito,
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(Chen et al., 2019) — 8

JUSTIFICACION

1. Definicién de los

a. Si, con validacién
independiente (*)
b. Si, por ejemplo

“newly diagnosed type 2 diabetes”

casos vinculacion de registros o
autoinformes
c. No descrito
a. Si, serie de casos
2. EEC?:;:EYECJS 0 “Patients from Shin-Kong Wu Ho-Su Memorial Hospital with newly diagnosed
(F;:ﬁ)égsczrgggwdad representativos (¥) diabetes
. b. Posibilidad de sesgo de
SELECCION seleccion o no declarado
» a. Controles comunitarios
3. Seleccién de los *
controles b. Controles hospitalarios
c. No descrito
a. No hay historiade
4. Definicién de los E”Le”;edﬁf S). o de | “Healthy control subjects without any known diseases or any regular medication
C(.)I’] troles hi.stoc;iaiiye Iaeeﬁ:‘cérm: d: d recruited through written advertisements”
no hay descripcién de la
fuente
C
o
M
P . . . . . . . - -
A 1. Los sujetos en a. Se controla para la “Multivariate linear regression analysis was performed with microbiota as the de
R grupos distintos son | covariable mas importante | Variable with adjustments for sex, age and BMI in model 1, with further adjustment:
'é comparables *) fiber intake in model 2”
| (control de b. Se controla para otras
L covariables) covariables ()
I
D
A
D
a. Registro seguro (*)
b. Entrevista estructurada
) . donde se ciega el estado
1. Determinacion de | caso control (¥) “OlAamp® Fast DNA Stool Mini kit”
la exposicion c. Entrevista no cegada
2 d. Autoinforme escrito o
EXPOSICION

registro médico solamente
e. Ninguna descripcién

2. Mismo método
de verificacion de
casos y controles

a. Si (%)
b. No

“16S rRNA analysis using quantitative polymerase chain reaction”

3. Tasa de no
respuesta

a. La misma para ambos
grupos (*)

b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferente y sin
designacién
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(Diener et al., 2021) — 6

JUSTIFICACION

a. Muy representativa (*) “University Cohort Project CARE-
b. Ligeramente . In-DEEP Study i
representativa (*) (Cardiometabolic Risk Evaluation
. and Interdisciplinary Diabetes
¢. Grupos c_Ilana Education and Early Prevention) of
d. No descrito the University of Guanajuato”

1. Representatividad de la
muestra

S a. Justificada 'y

E | 2. Tamafio de la muestra satisfactoria (*) 470 participants

L b. No justificada

E a. N° satisfactorio de

C respondedores (*) “470 participants...at the end, we
C 3 N ded b. N°de had complete

| - N respondedores respondedores no data and microbiome composition
(N) satisfactorio only for 427"

c. No descrito

a. Herramienta de
medida validada (**) “PCR method 1

.z A - metnod to sequence
4.|Evatluag|on' de la exposicion | b. II'—|der(;am|enta(1jno ] the V4 hypervariable region of the
(al factor de riesgo) \(/*?I ada pero descrita bacterial 165 rRNA gene.”

c. No descrito

a. Se controla parala “226 clinical variables spanning the
1. Los sujetos en grupos covariable mas areas of diabetes, obesity, general
distintos son comparables importante (*) health, lifestyle,and diet...”
(control de covariables) b. Se controla para

otras covariables (*)

a. Evaluacion mediante
ciego independiente (**)
b. Registro de
asociacion (**)

c. Autoevaluacion (*)

d. No descrito

1. Evaluacion del resultado

a. Descrito y
apropiado (*)
2. Test estadistico b. No descrito, “chi-squared likelihood-ratio test”
inapropiado o
incompleto

nouUr—H4rCcum>i |[O>»0—-—r—@>»>IT>TIO0O0
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(Doumatey et al., 2020) — 9

JUSTIFICACION

1. Definicién de los casos

a. Si, con validaciéon
independiente (*)

b. Si, por ejemplo
vinculacion de registros o
autoinformes

c. No descrito

“The definition of T2D was based on
the American Diabetes Association
(ADA) criteria”

casos

2. Representatividad de los

a. Si, serie de casos
consecutivos o
obviamente
representativos (*)

b. Posibilidad de sesgo de

“291 participants from the
longstanding genetic epidemiology
study of T2D in Africa—the Africa

America Diabetes Mellitus

SELECCION seleccién o no declarado (AADM) study
a. Controles . - . .
3. Seleccion de los comunitarios (*)_ _ Sﬁjadl}zgl\lpv erlésel:]o:otlllf d”;ltc ;Ofii](gr:
controles b. Controles hospitalarios site—Ibadan, Nigeria”
c. No descrito ’
a. No hay historia de
enfermedad (*) “Controls were required to have
4. Definicion de los b. No hay mencion de la FPG<126 mg/dl or 2-h post load
controles historia de la enfermedad, 0f<140 mg/dl and no symptoms
no hay descripcién de la suggestive...”
fuente
C
O
M
P
A
R ) a. Se pontmle} parala “... adjusting for age, sex, and BMI
A 1. Los sujetos en grupos _covarlable mas us covariates”
B distintos son com_parables importante (*)
(control de covariables) b. Se controla para otras
| covariables (*)
L
|
D
A
D
a. Registro seguro (*)
b. Entrevista estructurada
donde se ciega el estado
1. Determinacion de la caso control (* . . . .
exposicion c. Entrevista (nz) cegada MoBioPowerMagR®© Microbiome kit
EXPOSICION d. Autoinforme escrito o

registro médico solamente
e. Ninguna descripcion

controles

2. Mismo método de
verificacién de casos y

a. Si (%
b. No

“... bacterial 16S V4 rDNA region,
by amplifying the DNA samples,
PCR”

3. Tasa de no respuesta

a. La misma para ambos
grupos (¥

b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferente y sin
designacion
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JUSTIFICACION

1. Representatividad de la
muestra

a. Muy representativa
(*)

b. Ligeramente
representativa (*)

c. Grupos diana

d. No descrito

“...from San Antonio, TX and
surrounding areas”’
“...may not be representative of all T2DM
and non-diabetic patient populations”’

2. Tamafo de la muestra

a. Justificaday
satisfactoria (*)
b. No justificada

“37 subjects, 14 with T2DM and 23
without diabetes”, “despite this small
sample size, we were able to identify
several novel differences between groups”

ZOo—oomrmwm

3. No respondedores

a. N° satisfactorio de
respondedores (*)

b. N° de
respondedores no
satisfactorio

c. No descrito

4. Evaluacion de la
exposicion (al factor de
riesgo)

a. Herramienta de
medida validada (**)
b. Herramienta no
validada pero descrita
*)

c. No descrito

“Stool 16s rRNA sequences”
“MoBIO PowerMag Soil DNA Isolation
Bead Plate and KingFisher ™robot.

1. Los sujetos en grupos
distintos son comparables
(control de covariables)

O>»0—-—-rr—w>»X2>»U0TZ00

a. Se controla para la
covariable mas
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables (*)

“Edad, sexo, BMI, tratamiento
antidiabético, nivel educacional, trabajo,
hipertension, dislipemia, antecedentes..."

1. Evaluacioén del resultado

a. Evaluacion
mediante ciego
independiente (**)

b. Registro de
asociacion (**)

c. Autoevaluacion (*)
d. No descrito

nouor-—H4r-rCcumam

2. Test estadistico

a. Descrito y
apropiado (*)
b. No descrito,
inapropiado o
incompleto

“Wilcoxon rank, chi-square test,
SHANNON INDEX, PERMANOVA”
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JUSTIFICACION

SELECCION

1. Definicién de
los casos

a. Si, con validacién
independiente (*)

b. Si, por ejemplo
vinculacion de
registros o
autoinformes

c. No descrito

2.
Representatividad
de los casos

a. Si, serie de casos
consecutivos o
obviamente
representativos (*)
b. Posibilidad de
sesgo de seleccion o
no declarado

“Institute of Ayurveda and Integrative Medicine (I-AIM), Bangalore, India”

3. Seleccién de
los controles

a. Controles
comunitarios (*)
b. Controles
hospitalarios

c. No descrito

“matched for age, gender, and living environment”

4. Definicion de
los controles

a. No hay historiade
enfermedad (*)

b. No hay mencién de
la historia de la
enfermedad, no hay
descripcion de la
fuente

“5 healthy individual swithout diabetes and with noapparent history
of IBS or any Gl related problems”

O>»0 " ~w>»x0>»TVZ00

1. Los sujetos en
grupos distintos
son comparables
(control de
covariables)

a. Se controla para la
covariable méas
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables (*)

EXPOSICION

1. Determinacion
de la exposicion

a. Registro seguro
)

b. Entrevista
estructurada donde
se ciega el estado
caso control (*)

c. Entrevista no
cegada

d. Autoinforme escrito
o registro médico

“The Illumina paired end reads (150%2) were demultiplexed using the
bcl2fastq tool. The paired end reads were quality checked using FastQC (QIIME, UC

solamente
e. Ninguna
descripcion
2. Mismo método -
de verificacién de s' ﬁlo( ) “..using a 16S rRNA gene of V3 region sequencing at lllumina MiSeq platform

casos y controles

3. Tasa de no
respuesta

a.La misma para
ambos grupos (*)

b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferente y sin
designacion
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(Li et al., 2020) — 3

JUSTIFICACION

1. Definicién de los casos

a. Si, con validacion
independiente (*)

b. Si, por ejemplo
vinculacién de registros
0 autoinformes

c. No descrito

“All T2D subjects were newly
diagnosed and did not
previously receive any treatment
or medication”

SELECCION

2. Representatividad de los
casos

a. Si, serie de casos
consecutivos u obviamente
representativos (*)

b. Posibilidad de sesgo
de seleccién o no
declarado

3. Seleccioén de los
controles

a. Controles comunitarios
*)

b. Controles hospitalarios
c. No descrito

4. Definicion de los
controles

a. No hay historia de
enfermedad (*)

b. No hay mencién de la
historia de la enfermedad,
no hay descripcién de la
fuente

“All healthy subjects were
recruited to this study after
physical examination and health
assessment.”

O>»0" - W>»X0>TVTZ00

1. Los sujetos en grupos
distintos son comparables
(control de covariables)

a. Se controla para la
covariable mas importante
*)

b. Se controla para otras
covariables (*)

EXPOSICION

1. Determinacién de la
exposicion

a. Registro seguro (*)

b. Entrevista estructurada
donde se ciega el estado
caso control (*)

c. Entrevista no cegada

d. Autoinforme escrito o
registro médico solamente
e. Ninguna descripcion

“We next performed PICRUSt2
analysis”

2. Mismo método de
verificacién de casos y
controles

a. Si (%
b. No

“...primarily 16S rRNA and
whole-genome shotgun
sequencing”

3. Tasa de no respuesta

a. La misma para ambos
grupos (*)

b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferentey sin
designacion

“...two subjects were excluded
due to technical problems in
sequencing.”
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(Maskarinec et al., 2021) — 9

JUSTIFICACION

ZOo—oomrmw

1. Representatividad de la
muestra

a. Muy representativa
*)

b. Ligeramente
representativa (*)

c. Grupos diana

d. No descrito

“...cohort members from five
ethnic groups”

2. Tamafo de la muestra

a. Justificaday
satisfactoria (*)
b. No justificada

“Among 1702 participants”

3. No respondedores

a. N° satisfactorio de
respondedores (*)

b. N°de
respondedores no
satisfactorio

c. No descrito

“Although the sample cannot
be considered a fully representative
sample of the cohort...”

4. Evaluacion de la
exposicion (al factor de
riesgo)

a. Herramienta de
medida validada (**)
b. Herramienta no
validada pero descrita
*)

c. No descrito

“gut microbiome through 16S rRNA
gene sequencing”’

O>»0—-—rr—w>»x0>»UTZ00

1. Los sujetos en grupos
distintos son comparables
(control de covariables)

a. Se controla para la
covariable mas
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables (*)

“...adjusted for age, sex, ethnicity,
smoking status, alcohol use, physical
activity, HEI, DXA total body fat,
antibiotic use...”

nouor-—H4Hrcummam

1. Evaluacioén del resultado

a. Evaluacion mediante
ciego independiente
(**)

b. Registro de
asociacién (**)

c. Autoevaluacion (*)

d. No descrito

“Following the American Diabetes
Association (ADA)...”

2. Test estadistico

a. Descrito y

apropiado (*)
b. No descrito,
inapropiado o

incompleto

“Bonferroni, Spearman correlation...”
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Navab-Moghadam et al., 2017) —» 8

JUSTIFICACION

SELECCION

1. Definicién de los
casos

a. Si, con
validacién
independiente (*)
b. Si, por ejemplo
vinculacion de
registros o
autoinformes

c. No descrito

2.
Representatividad
de los casos

a. Si, serie de
casos
consecutivos o
obviamente
representativos
*

b. Posibilidad de
sesgo de seleccion
0 no declarado

“Institute of
Endocrinology and Metabolism Research and Training
Center, Iran University of medical Sciences in Tehran, Iran.”

3. Seleccioén de los
controles

a. Controles
comunitarios (*)
b. Controles
hospitalarios

c. No descrito

“non-diabetic individuals,
matched for age, gender and living environment.”

4. Definicion de los
controles

a. No hay historia
de enfermedad (*)
b. No hay mencion
de la historia de la
enfermedad, no
hay descripcion de
la fuente

O>»0 "M ~"wW>»Xx>»UTVZ00

1. Los sujetos en
grupos distintos son
comparables
(control de
covariables)

a. Se controla
para la covariable
mas importante
*

b. Se controla
para otras
covariables (*)

“BMI, IPA-Q, alimentacion...”

EXPOSICION

1. Determinacion de
la exposicion

a. Registro
seguro (*)

b. Entrevista
estructurada
donde se ciega el
estado caso
control (*)

c. Entrevista no
cegada

d. Autoinforme
escrito o registro
médico solamente

“OlAamp® DNA Stool mini kit”

e. Ninguna
descripcién
2. Mismo método a Si (*
de verificacion de b. N 0( ) “bacterial 16S rRNA genes, gPCR analysis”

casos y controles

3. Tasa de no
respuesta

a. La misma para
ambos grupos (¥)
b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferente y
sin designacién
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(Sedighi et al., 2017) — 8

JUSTIFICACION

SELECCION

1. Definicién de los
casos

a. Si, con
validacién
independiente (*)
b. Si, por ejemplo
vinculacion de
registros o
autoinformes

c. No descrito

“Diagnosis for less than five years”

2.
Representatividad
de los casos

a. Si, serie de
casos
consecutivos o
obviamente
representativos

*

b. Posibilidad de
sesgo de seleccion
0 no declarado

“Institute of Endocrinology and Metabolism Research and Training
Center, Iran University of medical Sciences in Tehran, Iran.”

3. Seleccioén de los
controles

a. Controles
comunitarios (*)
b. Controles
hospitalarios

c. No descrito

“non-diabetic individuals, matched for age, gender and living
environment.”

4. Definicion de los
controles

a. No hay historia
de enfermedad (*)
b. No hay mencion
de la historia de la
enfermedad, no
hay descripcion de
la fuente

O>»0 "M -"wW>»XO0>»TVTZ00

1. Los sujetos en
grupos distintos son
comparables
(control de
covariables)

a. Se controla
para la covariable
mas importante
)

b. Se controla
para otras
covariables (*)

“...were included in similar age grouping, gender, race, living
environment and non-interventions of medications and foods ”

EXPOSICION

1. Determinacién de
la exposicion

a. Registro
seguro (*)

b. Entrevista
estructurada
donde se ciega el
estado caso
control (¥)

c. Entrevista no
cegada

d. Autoinforme
escrito o registro
médico solamente

“OlAamp® DNA Stool mini kit”

e. Ninguna
descripcion
2. Mismo método Si (¢
de verificacién de E’ Nlo( ) “16S rRNA sequencing, PCR”

casos y controles

3. Tasa de no
respuesta

a. La misma para
ambos grupos (*)
b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferente y
sin designacién
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(J. Wang et al., 2020) — 8

JUSTIFICACION

1. Definicién de los casos

a. Si, con validaciéon
independiente (*)

b. Si, por ejemplo
vinculacion de registros o
autoinformes

c. No descrito

“T2D patients were diagnosed using the
World Health Organization diagnostic
criteria for diabetes”

2. Representatividad de
los casos

a. Si, serie de casos
consecutivos o
obviamente
representativos (*)

b. Posibilidad de sesgo de

“Hospitalization in the Qilu Hospital of
Shandong University”

SELECCION seleccién o no declarado
a. Controles “Nondiabetic controls were people who
3. Seleccion de los comunitarios (*) worked in the Qilu Hospital of Shandong
controles b. Controles hospitalarios University”’
c. No descrito
a. No hay historia de
enfermedad (*) “ .
4. Definicion de los b. No hay mencion de la The p{asm‘.l glucose concentration of all 50
. nondiabetic controls was evaluated by a
controles historia de la enfermedad, . "
S fasting oral glucose tolerance test (OGTT)
no hay descripcion de la
fuente
C
(0]
M
P
A a. Se controla para la “ ...adjusted for age, gender, and BMI.
R 1. LoS SUietos en arunos cbvariable mésp Model 3 is adjusted for model 2 plus TG and
A distintos {%on com gargbles importante (¥) HDL-C. Model 4 is adjusted for model 3 plus
B P P HOMA-S. Model 5 is adjusted for model 3
(control de covariables) b. Se controla para otras ”
| . - plus HOMA-IR
L covariables (*)
I
D
A
D
a. Registro seguro (*)
b. Entrevista estructurada
donde se ciega el estado
1. Determinacion de la caso control (*) “QlAamp DNA Stool Mini Kit... NanoDrop
exposicion c. Entrevista no cegada 2000 spectrophotometer”
EXPOSICION d. Autoinforme escrito o

registro médico solamente
e. Ninguna descripcion

2. Mismo método de
verificacién de casos y
controles

a. Si (%
b. No

“16S rDNA sequencing”

3. Tasa de no respuesta

a. La misma para ambos
grupos (*)

b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferentey sin
designacion

These patients were excluded and the final
T2D patient number was 134.... Among the
nondiabetic controls, six drank yogurt within
three days before fecal collection and seven
did not
finish OGTT. The final number was 37"
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(L. Wang et al., 2021) — 8

JUSTIFICACION

1. Representatividad de la
muestra

a. Muy representativa
*)

b. Ligeramente
representativa (*)

c. Grupos diana

d. No descrito

“Northwestern China, China National
Diabetes and Metabolic Disorders Survey
(CNDMDS)”’

2. Tamafo de la muestra

a. Justificaday
satisfactoria (*)
b. No justificada

n= 341

3. No respondedores

ZOo—oomrmw

a. N° satisfactorio de
respondedores (*)

b. N°de
respondedores no
satisfactorio

c. No descrito

“1915 participants ... Finally, 30 patients
with T2D (NGR-T2D) and 33 with
prediabetes (NGR-PreD) qualified for
metagenomic sequencing.”’

4. Evaluacion de la
exposicion (al factor de
riesgo)

a. Herramienta de
medida validada (**)
b. Herramienta no
validada pero descrita
*)

c. No descrito

“Shotgun Sequencing, IHlumina HiSeq
Platform”

1. Los sujetos en grupos
distintos son comparables
(control de covariables)

O>»0—-—-rmr—wW>»X2>»U0VTZ00

a. Se controla para la
covariable mas
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables (*)

“Age, gender, BMI, smoking history,
hypertension, family history...”

1. Evaluacioén del resultado

a. Evaluacion
mediante ciego
independiente (**)

b. Registro de
asociacién (**)

c. Autoevaluacion (*)
d. No descrito

“T2D was defined according to WHO
criteria”

2. Test estadistico

nouor-—H4r-rCcumam

a. Descrito y

apropiado (*)
b. No descrito,
inapropiado o

incompleto

“Wilcoxon rank-sum test, Spearman’s
srank-order correlation...”
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(X. Wang et al., 2017) — 4

JUSTIFICACION

Zo~-oomrmw

1. Definicién de los casos

a. Si, con validaciéon
independiente (*)

b. Si, por ejemplo
vinculacién de registros
0 autoinformes

c. No descrito

“Random forest models were trained to identify T2DM
status in the training set”

2. Representatividad de
los casos

a. Si, serie de casos
consecutivos o
obviamente
representativos (*)

b. Posibilidad de sesgo de
seleccién o no declarado

“ ... from previous metagenome-wide association studies
(MGWAS) of T2DM”; 300 Chinese samples as a training
set to perform a MGWAS, and a further 44 Chinese
samples and two European cohorts

3. Seleccioén de los
controles

a. Controles
comunitarios (*)

b. Controles hospitalarios
c. No descrito

4. Definicion de los
controles

a. No hay historia de
enfermedad (*)

b. No hay mencién de la
historia de la
enfermedad, no hay
descripcién de la fuente

O>»0 "M -wW>»X0>»TVTZ00

1. Los sujetos en grupos
distintos son comparables
(control de covariables)

a. Se controla para la
covariable mas importante
*)

b. Se controla para otras
covariables (*)

Z0- 0" unoTuTXxXm

1. Determinacién de la
exposicion

a. Registro seguro (*)

b. Entrevista estructurada
donde se ciega el estado
caso control (*)

c. Entrevista no cegada

d. Autoinforme esctrito o
registro médico solamente
e. Ninguna descripcion

“... identify new differentially enriched taxa and
functional markers from the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG)..” “We also constructed a new
metagenomic linkage group (MLG) random forest model
to differentiate controls from cases in T2DM” “BLASTP”

2. Mismo método de
verificacién de CyC

a. Si (%
b. No

“Sequencing data”

3. Tasa de no respuesta

a. La misma para ambos
grupos (*)

b. No se describe
encuestados

c. Tasa diferente y sin
designacion

“Two of them were excluded as these two MLGs may be
affected by the metformin”
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(Wu et al., 2020) — 9

JUSTIFICACION

ZO0—00omrmw

1. Representatividad de
la muestra

a. Muy
representativa (*)
b. Ligeramente
representativa (*)
c. Grupos diana
d. No descrito

“.to profile the gut microbiota in 1,011
individuals with a range of blood glucose
responses (discovery cohort) and validated our
results in a second cohort (validation cohort; n
= 484). ’from the Gothenburg area, Sweden”

2. Tamafo de la muestra

a. Justificaday
satisfactoria (*)
b. No justificada

nl (discovery cohort) =1011
n2 (validation cohort) = 484

3. No respondedores

a. Ne satisfactorio
de respondedores
*)

b. N° de
respondedores no
satisfactorio

c. No descrito

4. Evaluacion de la
exposicion (al factor de
riesgo)

a. Herramienta de
medida validada
(**)

b. Herramienta no
validada pero
descrita (*)

c. No descrito

“Whole-genome shotgun sequencing (China
NGDC), sequenced on an Illumina HiSeq 4000

instrument”

O>»0—-—r—m@>»X0>»0VTZ00

1. Los sujetos en grupos
distintos son
comparables (control de
covariables)

a. Se controla para
la covariable mas
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables

*)

“...adjusted for BMI, age, sex, and medication”

nouor-H4Hrcum=ax

1. Evaluacion del
resultado

a. Evaluacion
mediante ciego
independiente (**)
b. Registro de
asociacién (**)
c. Autoevaluacion
*)

d. No descrito

“...divided into subgroups using the 1999
World Health Organization (Geneva) criteria”

2. Test estadistico

a. Descrito y
apropiado (*)
b. No descrito,
inapropiado o
incompleto

“Wilcoxon, Kappa”
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(Zhang et al., 2021) — 8

JUSTIFICACION

ZO0—00omrmw

1. Representatividad de
la muestra

a. Muy
representativa (*)
b. Ligeramente
representativa (*)
c. Grupos diana
d. No descrito

“Four groups from the Shanghai Nicheng cohort
study”

2. Tamafo de la
muestra

a. Justificaday
satisfactoria (*)
b. No justificada

n=182

3. No respondedores

a. N° satisfactorio
de respondedores
*)

b. N° de
respondedores no
satisfactorio

c. No descrito

4. Evaluacion de la
exposicion (al factor de
riesgo)

a. Herramienta de
medida validada
(**)

b. Herramienta no
validada pero
descrita (*)

c. No descrito

“...shotgun metagenomic sequencing on an
Ilumina HiSeq 4000 platform with 150 bp
paired-end reads at BGI”

O>»0—-—-rr—w>»x02>»U0TZ00

1. Los sujetos en
grupos distintos son
comparables (control de
covariables)

a. Se controla para
la covariable més
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables (*)

“...adjusting for age”

nouor-—H4Hrcum=ax

1. Evaluacion del
resultado

a. Evaluacion
mediante ciego
independiente (**)
b. Registro de
asociacién (**)
c. Autoevaluacion
*)

d. No descrito

“The diagnosis of various glucose tolerance
status was based on the 2003 American Diabetic
Association diagnostic
criteria”

2. Test estadistico

a. Descrito y

apropiado (*)
b. No descrito,
inapropiado o

incompleto

“...Shapiro-Wilk test,single comparison between
two groups was analyzed by Student st-test. Chi-
squared test and one-way analysis of variance
were used for comparisons of categorical and
continuous data among groups, respectively, and
multiple testing was corrected using Bonferroni
post hoc test or Fisher’s LSD post hoc test”
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(X. Zhang et al., 2013) — 10

JUSTIFICACION

Zo—o0oomrmw

1. Representatividad de la
muestra

a. Muy representativa
(*)

b. Ligeramente
representativa (*)

c. Grupos diana

d. No descrito

“121 adult subjects were enrolled in the study in Beijing,

China”

2. Tamano de la muestra

a. Justificaday
satisfactoria (*)
b. No justificada

“Although the relatively low number of subjects was a
limitation of the study, these findings enhance our
understanding of the influence of changes in human gut
microbiota on the pathogenesis of diabetes. ”.

3. No respondedores

a. N° satisfactorio de
respondedores (*)

b. N° de
respondedores no
satisfactorio

c. No descrito

4. Evaluacién de la
exposicion (al factor de
riesgo)

a. Herramienta de
medida validada (**)
b. Herramienta no
validada pero descrita
*)

c. No descrito

“16SrDNA-based high-throughput sequencing”

O>»0—-—r—m@>»x0>»7TVTZ00

1. Los sujetos en grupos
distintos son comparables
(control de covariables)

a. Se controla para la
covariable mas
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables (*)

“The model was adjusted for BMI, age and sex as these
might be confounding factors”

nouor-—H4r-rCcumam

1. Evaluacioén del resultado

a. Evaluacion
mediante ciego
independiente (**)

b. Registro de
asociacién (**)

c. Autoevaluacion (*)
d. No descrito

“3 groups according to WHO
criteria for the diagnosis of diabetes”

2. Test estadistico

a. Descrito y

apropiado (*)
b. No descrito,
inapropiado o

incompleto

“ANOVA, Kruskal-Wallis, Pearson correlations...”
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(X. Zhao et al., 2020) — 8

JUSTIFICACION

ZO0—00omrmw

1. Representatividad de la
muestra

a. Muy
representativa (*)
b. Ligeramente
representativa (*)
c. Grupos diana
d. No descrito

“First Affiliated Hospital of Zhengzhou
University”

2. Tamafo de la muestra

a. Justificaday
satisfactoria (*)
b. No justificada

n= 316

3. No respondedores

a. N° satisfactorio
de respondedores
*)

b. N° de
respondedores no
satisfactorio

c. No descrito

4. Evaluacion de la
exposicion (al factor de
riesgo)

a. Herramienta de
medida validada (**)
b. Herramienta no
validada pero
descrita (*)

c. No descrito

“...16S rRNA Amplification, and Gene
Sequencing (V3-V4 region)”

O>»0—-—-rmr—w>»X2>»U0VTZ00O

1. Los sujetos en grupos
distintos son comparables
(control de covariables)

a. Se controla para la
covariable més
importante (*)

b. Se controla para
otras covariables (*)

nouor-—H4rCcumumam

1. Evaluacion del
resultado

a. Evaluacion
mediante ciego
independiente (**)

b. Registro de
asociacién (**)

c. Autoevaluacion (*)
d. No descrito

“The diagnostic criteria of diabetes mellitus

were as follows: (1) twice fasting plasma
glucose (FPG)>7.0 mmol/L (2) twice oral
glucose tolerance test (OGTT>11,1
mmol/L), and (3) diabetic
symptoms (polyuria, thirst, drinking more
water, and unexplained weight loss)
accompanied with twice random blood
glucose > 11.1 mmol/L”

2. Test estadistico

a. Descrito y

apropiado (*)
b. No descrito,
inapropiado o

incompleto

“Mann-Whitney, Kruskal-Wallis... ”

Tabla 4. Evaluacion individual del riesgo de sesgo de cada articulo incluido en el estudio
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