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1. UVOD

Crijevna mikrobiota predstavlja kompleksnu zajednicu virusa, bakterija, arhea te eukariota
koji naseljavaju gastrointestinalni trakt domacina. Razvojem novih znanstvenih metoda
omoguceno je razumijevanje uloge crijevne mikrobiote u normalnom radu i funkcioniranju
organizma domacina. Neke od uloga crijevne mikrobiote vezane su uz poboljSanje probave,
jacanje imunoloSkih reakcija te lucCenje endokrinih tvari. U literaturi se stoga crijevna

mikrobiota navodi i kao zaboravljeni organ (D'Argenio i Salvatore, 2015).

U zdravog pojedinca sastav crijevne mikrobiote je relativno stabilan, ali crijevna
mikrobiota je podlozna razli¢itim egzogenim i endogenim ¢&imbenicima. Cimbenici poput
genetike, vrste poroda, dobi, stresa te mnogi drugi mogu utjecati na crijevnu mikrobiotu, ali
ipak se najvaznijim pokretacem funkcije i sastava crijevne mikrobiote smatra prehrana, jer se
ve¢ 1 kratkoro¢ne promjene u prehrani povezuju s promjenama u sastavu i funkciji crijevne
mikrobiote (Sheflin i sur., 2017). Prema tome, prehrana predstavlja jedan od glavnih mogucih
mehanizama manipulacije sastava crijevne mikrobiote, §to u buduénosti moze biti put

terapijske intervencije.

Istrazivanja ukazuju na moguénost postojanja razlike u sastavu crijevne mikrobiote s
obzirom na stupanj uhranjenosti. Kao moguca razlika navodi se udio u bakterijskim koljenima
Firmicutes i Bacteroidetes gdje pretili imaju visi udio Firmicutes u odnosu na Bacteroidetes
(Lopez-Cepero i Palacios, 2015). Kako je stupanj uhranjenosti izravno povezan uz prehranu, a
povezan je i sa sastavom crijevne mikrobiote, prilikom istrazivanja crijevne mikrobiote i

prehrane treba uzeti u obzir i stupanj uhranjenosti pojedinca.

Pozitivan utjecaj crijevne mikrobiote na zdravlje ljudi je vezan uz stabilnost njezina
sastava, stoga je cilj trenutnih istrazivanja spoznati dugoro¢an utjecaj prehrambenih navika na
crijevnu mikrobiotu. Definiranjem prehrambenih obrazaca kojim bi se povecala bakterijska
raznolikost, poticanjem rasta pozeljnih vrsta, moglo bi se blagotovorno djelovati na zdrastveni

status pojedinca, a dugoro¢no bi se moglo utjecati na smanjenje rizika od kroni¢nih bolesti.

Cilj ovog rada je ispitati prehrambene navike osoba mlade zivotne dobi razli¢itog stupnja
uhranjenosti te utvrditi postoje li razlike koje bi bilo moguce povezati s potencijalnim
razlikama u sastavu crijevne mikrobiote. Dobivenim rezultatima omoguéit ¢e se bolje
razumijevanje poveznice crijevne mikrobiote i prehrambenih navika u zdravoj populaciji

mlade Zivotne dobi.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Mikrobiota je pojam koji se odnosi na zajednicu mikroorganizama koja ukljucuje bakterije,
arheje, viruse 1 neke jednostani¢ne eukariote koji zive u specificnoj okolini (D'Argenio i
Salvatore, 2015). Crijevna mikrobiota se definira kao kompleksna zajednica 100 bilijuna (10%)
bakterija i arheja od ¢ega su dominantne, s vise od 90 %, bakterije koljena Firmicutes i
Bacteroidetes (Tremaroli i Biackhed, 2012). Zanimljivo je da debelo crijevo nastanjuje vise od
70 % svih mikroorganizama prisutnih u ljudskom tijelu jer ono moze biti bogato molekulama
koje su hranjive tvari nekim mikroorganizmima pa kao takvo predstavlja glavno mjesto za

mikrobiolosku kolonizaciju (Sekirov i sur., 2010).

Dugo se vjerovalo kako mikrobnu populaciju stjeemo tek rodenjem, no sve veci broj
novijih istrazivanja upucuje da se crijevna mikrobiota pocinje uspostavljati in utero, odnosno
prije rodenja (Walker i sur., 2017; Hollister i sur., 2014). Istrazivanje iz 2016. godine koje je
provedeno na 15 parova (majka-dijete) upucuje na prisutnost rodova Proteobacteria
(Enterobacter i Escherichia/Shigella), Propionibacterium i Enterobacteriaceae u posteljici i
plodnoj vodi, a kolonizirana je mikrobna populacija ujedno bila sliéna onoj zabiljezenoj u
mekoniju (prva stolica) novorodencéeta (Collado i sur., 2016). Nakon rodenja crijevna
mikrobiota se brzo razvija i do tre¢e godine djetetova zivota mikrobna populacija nalikuje 40-

60 % onoj u odrasloj dobi (Hollister i sur., 2014, Yatsunenko i sur., 2012).

Osim u debelom crijevu mikroorganizmi koloniziraju cijeli gastrointestinalni (GI) trakt

zdravih pojedinaca.

Sastav i koncentracija dominantnih mikrobnih vrsta u Gl traktu zdravog ¢ovjeka prikazani
su na slici 1. Specifi¢na koncentracija i vrsta bakterija ovise o mikro okoli§nim ¢imbenicima
poput pH, kisika i dostupnih nutrijenata. Gornji dio Gl trakta sadrzi manju koncentraciju
bakterija i to preteZito aerobnih, za razliku od donjeg dijela Gl trakta gdje prevladavaju vece
koncentracije, ponajviSe anaerobnih bakterija. Zonu prijelaza iz pretezito aerobnih u anaerobne
bakterije predstavlja terminalni ileum (DiBaise i sur., 2008). Gornji dio Gl trakta bogat je
bakterijama iz koljena Firmicutes i Proteobacteria, roda Lactobacillus dok donji dio Gl trakta
pretezito nastanjuju bakterije koljena Bacteroidetes, Firmicutes i vrste Akkermansia

munciniphila (Meijnikman i sur., 2017).



pH vrijednost Mikrobioloska biomasa
Zlijezde slinovnice —— Zeludac . 15-5 1077 stanica/ml.
Dvanaesnik 5-7 1034 stanica/mL
Jednjak
Tanko crijevo 7-9 1045 stanica/mL
Ileum 7-8 108  stanica/mL
Jetra Zeludac
Dvanaesnik Gudterata
Debelo crijevo o n y
Debelo crijevo 5-7 10 stanica/mL
Jejunum
Slijepo crijevo
Ileum Rektum
C Prisutna bakterijska populacija
USNA SUPLJINA: TANKO CRIJEVO:
Gemella (pr., G. haemolysans), Escherichia coli, Klebsiella, Enterococcus,
Granulicatella, Streptococeus (pr., S. mitis), g‘/’“;’.“;'.des' g”””"oc"“"s,;vo.‘”é;f’
Veillonella, Prevotella, Porphyromonas, La‘z;a balcl{/%s z@%%g oehe
Rothia, Neisseria, Fusobacterium, Alohtoni:
Lactobacillus - Granulicatella, Streptococcus (pr., S. mitis),
Alohtorll mikroorganizmi su generalno Veillonella, Lactobacillus
nadmaseni autohtonim mikroorganizmima
ZELUDAC: DEBELO CRIJEVO:
Helicobacter pylori 5 glavnih koljena: Firmicutes, Bacteroidetes,
“ Actinobacteria, Verrucomicrobia i
Alohtoni: ’ Proteobacteria.
Gemella (pr., G. haemolysans), Granulicatella, R S
Streptococcus (pr., S. mitis), Veillonella, Alohtory mikroorganizmi su generalno
Fusobacterium, Lactobacillus nadmaseni autohtonim mikroorganizmima

Slika 1. Raspodjela mikroorganizama kroz gastrointestinalni trakt. a) Osnovni dijelovi
probavnog sustava. b) Promjena pH vrijednosti u probavnom traktu (lijevo) i
koncentracija bakterijskih stanica po mL (desno). ¢) Dominantni tipovi autohtonih i

alohtonih mikroorganizama (prema Walter i Ley, 2011).

S obzirom na dominantne rodove (Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus) prisutne u
crijevnoj mikrobioti veéina pojedinaca moze se svrstati u jedan od tri osnovna enterotipa
(Clemente i sur., 2012). Filogenetske razlike (sastav bakterija) navedena tri enterotipa
prikazane su na slici 2, ali je vazno naglasiti kako ti tipovi nisu strogo definirani. Svaka vrsta

enterotipa je kompleksna i ne moze se dovesti u vezu sa specifi¢nim svojstvima pojedinca
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poput dobi, spola, geografskog podrijetla i indeksa tjelesne mase (ITM) (Arumugam, 2011).
Podjela ljudske crijevne mikrobiote na tri osnovna enterotipa je pokusaj lakSeg razumijevanja
razlika crijevne mikrobiote u zdravlju i bolesti (Knights i sur., 2014) te se jos uvijek raspravlja

o njenoj valjanosti (Gérard, 2016).

Bacteroides FPrevotella Ruminococcus
0.5 : ' 03l ' | | o008l :
+= | |
£ o [ 02 004 .
=
L
0.1 1 L T
| ——— ! | . 00| s . T
1 2 3 1 2 3 1 E .
enterotip enterotip enterotip
Ikaliphil :
I__\A afﬁj—{ us ch_lli.‘rac?er Akkermansia mfmﬁ\g”aHebmbacrer Ahkem?a_ansra —
; g b — O T Sph,llr_lgﬂ' } H_) i
Cataenibacteriom 4 P Gordonibacter
. *Ruminocogcaceae | | / \J_'_\eumnusmc bacterium ‘
K/ acleroides { et} .
Parabacteroides - ) —— _{ "Ruminococcus
(2 C) Eggerthella taphylococcus umine ey 9
/ | Clostridiales 998 telfa———Peplostrepto ~ COcCaced Staphylococous
/" Lactobacillus ) e “eoccacean ~
e _ Desuliovibrio Mnidemania Marvinbrvanti Dialister
; Slackia O L# arvinbryantia () 9]
Meaihanobrevibacier 3 Rhodospirilium ) o . Symbicbacterium -
Eschenchia’Shigelia
O glavni sudionici N\, pozitivna korelacijia (> 0.4)
0 ostali rodovi ", negativna korelaciia (< -0.4)

Slika 2. Filogenetske razlike izmedu tri osnovna enterotipa (prema Arumugam, 2011).

lako bi crijevna mikrobiota u zdravih ljudi trebala biti slicnog sastava ipak se ne moze
strogo definirati sastav crijevne mikrobiote jer svaki pojedinac ima unikatnu, vlastitu

mikrobiotu (Meijnikman i sur., 2017).

2.1.1. Utjecaj crijevne mikrobiote na funkciju i zdravlje covjeka

Prisutnost crijevne mikrobiote u ljudskom organizmu, kao i njihova potencijalna uloga u
zdravlju i bolesti odavno je poznata, no tek s razvojem molekularnih metoda se otkiva vaznost
cijevne mikrobiote (Tuddenham i Sears, 2015). Zbog toga se crijevna mikrobiota ¢esto naziva
»zaboravljenim organom‘ (D'Argenio i Salvatore, 2015). Danas su poznati mnogi pozeljni
utjecaji crijevne mikrobiote na organizam i veéina njih se moze svrstati u zaStitnu,
metaboli¢ku (Tuddenham i Sears, 2015) ili endokrinu funkciju u organizmu (Clarke i sur.,

2014). Potencijal crijevne mikrobiote kao ,,endokrinog organa“ nadilazi ostale Zlijezde. Za
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razliku od endokrinih organa koje luce jednu ili manji broj endokrinih tvari crijevna
mikrobiota moze luciti mnogobrojne hormone. Biokemijski kapacitet proizlazi iz

bioraznolikosti njezinog sastava (Clarke i sur., 2014).

Gastrointestinalni trakt je primarno mjesto interakcije izmedu imunoloskog sustava
domacina i1 patogenih ili simbiotski mikroorganizama. Simbiotske bakterije kljucne su za
zastitu domacina jer sprecavaju kolonizaciju patogenih mikroorganizama te sudjeluju u
izgradnji intestinalnog epitela. Uz to odredene znacajke 1 funkcije imunoloSkog sustava

sisavaca ovise o interakciji s crijevnom mikrobiotom (Round i Mazmanian, 2014).

Crijevna mikrobiota utjeCe na metabolizam domacina, pojacava metabolicku sposobnost
domacina i regulira njegov metabolizam (Tuddenham i Sears, 2016). Mikroorganizmi debelog
crijeva su vazni za metabolizam mikronutrijenata, makronutrijenata te nekih toksina. Za
razliku od metabolizma domacina neki mikroorganizmi debelog crijeva Sifriraju proteine za
razgradnju neprobavljivih ugljikohidrata (D'Argenio i Salvatore, 2015) oslobadajué¢i pritom
kratkolan¢ane masne kiseline bitne za imunoloski sustav (Tuddenham i Sears, 2016). Takoder
mikroorganizmi razgraduju proteine na aminokiseline, koje dalje koriste za sintezu signalnih
molekula i antimikrobnih peptida, a vazni su i u sintezi vitamina K, B, 1 biotina te apsorpciji

magnezija, Kalcija i Zeljeza (Tuddenham i Sears, 2016).

Uzimajuci u obzir utjecaj crijevne mikrobiote na domacina moZze se zakljuciti kako je ona
vazna za odrzavanje zdravlja odrasle osobe. Poremec¢aj normalne ravnoteze izmedu crijevne
mikrobiote 1 domacina povezuje se s mnogim bolestima kao §to su: pretilost, malnutricija,
upalna bolest crijeva, neuroloski poremecaji i rak (Lozupone i sur., 2012). Ravnoteza Kkoristi i
Stete za domacina stoga ovisi o cjelokupnom stanju mikrobioloSke zajednice u smislu njegove

distribucije, raznolikosti te sastava vrsta (Flint i sur., 2012).
2.1.2. Cimbenici koji utje¢u na crijevnu mikrobiotu

Crijevna mikrobiota zdravog ¢ovjeka je stabilna, medutim do promjene u sastavu moze
do¢i kao posljedica djelovanja odredenih ¢imbenika (Bell, 2015). Sastav crijevne mikrobiote je
pod utjecajem okoli$nih ¢imbenika, Sto ukljucuje koriStenje antibiotika, prehranu, higijenu te
zivotne navike (Sommer i Béckhed, 2013), a osim toga utjecaj na crijevnu mikrobiotu imaju

dob te genetika (Lozupone i sur., 2012), sto je prikazano na slici 3.



/ prehrana \

tip prehrane:
. zapadnjacka prehrana
. vegetarijanska prehrana
Zivotni stil rana kolonizacija
specifi¢na hrana:
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Slika 3. Cimbenici koji utje¢u na sastav crijevne mikrobiote s posebnim naglaskom na

prehranu (prema Graf i sur., 2015).

Lijecenje antibioticima ima brz i dug utjecaj na sastav crijevne mikrobiote. Svega nekoliko
dana koristenja antibiotika moze izazvati stanje dugotrajne disbioze, §to se o€ituje smanjenjem
raznolikosti crijevne mikrobiote, gubitkom znacajnih mikroorganizama te konstantnim
metaboli¢kim promjenama koje dovode do smanjene rezistencije na intestinalne patogene
(Lange i sur., 2016). Gubitak prvotnog sastava crijevne mikrobiote moze izazvati ozbiljne
posljedice na zdravlje kao S§to su upalna bolest crijeva, sindrom iritabilnog crijeva te pojava

pretilosti u djece (Bell, 2015).

Najveée promjene u sastavu crijevne mikrobiote zbivaju se u ranim godinama zivota
(Yatsunenko i sur., 2012). Crijevna mikrobiota novorodencadi najvise je podlozna
promjenama koje mogu biti uvjetovane uzimanjem antibiotika, vrstom poroda te dojenjem.
Ipak, jo$ nije poznato kakav utjecaj imaju razlicitosti crijevne mikrobiote u ranijoj Zivotnoj
dobi na crijevnu mikrobiotu odraslog covjeka (Dominguez-Bello i sur., 2010). Posljednjih
godina proucavaju se specifi¢nosti crijevne mikrobiote starije populacije radi razumijevanja
promjena koje se zbivaju s godinama, a povezuju se s utjecajem na zdravlje. Pokazalo se da je

crijevna mikrobiota starijih osoba drugacija u odnosu na crijevnu mikrobiotu odraslog ¢ovjeka



te je viSe podlozna pojedina¢nim razlikama (Rodriguez i sur., 2015). Cilj suvremenih
istrazivanja je nauciti kako manipulirati crijevnom mikrobiotom te u konacnici utjecati na

zdravlje.

Uloge gena i okolis$nih ¢imbenika, posebice prehrane, na stvaranje crijevne mikrobiote jo$
uvijek su nejasne dijelom jer se ti ¢cimbenici medusobno isprepli¢u. Proucavanjem crijevne
mikrobiote srodnika, kao §to su blizanci, te majka i kéer, potvrdena je sli¢nost u sastavu
crijevne mikrobiote srodnika, $to prvotno upucuje da geneticko naslijede Ima utjecaj na
crijevnu mikrobiotu (Lozupone i sur., 2012). Takoder, nedavno istraZivanje na 977 pojedinaca,
ukljucujuéi jednojajcane i dvojajcane blizance, pokazalo je vece sliCnost crijevne mikrobiote
medu blizancima u odnosu na osobe koje nisu u srodstvu te vecu slicnost kod jednojajcanih
nego dvojajéanih blizanaca (Goodrich i sur., 2014). Turnbaugh i sur. (2009) su ustvrdili kod
jednojajcanih blizanca sli€nost mikrobiote manju od 50 %, uzimajuéi u obzir bakterijske

taksonomske grupe na razini vrste (Clemente i sur., 2012).

Cimbenici Zivotnog stila, pusenje i nedostatak tjelesne aktivnosti mogu znacajno utjecati
na debelo crijevo i potencijalno crijevnu mikrobiotu te su ¢imbenici rizika raka kolorektalnog
podru¢ja (Conlon i Bird, 2015). Nadalje, pusenje znacajno utjeCe na razinu Bacteroides-
Prevotella u zdravih ispitanika i ispitanika s Crohnovom boles¢u $to upuéuje na moguéu vezu
promjene sastava crijevne mikrobiote izazvane puSenjem s rizikom od razvoja Crohnove
bolesti (Benjamin i sur. 2011). Dosadasnji rezultati ukazuju da vjezbanje moze imati pozitivan
utjecaj na bioraznolikost crijevne mikrobiote, no razmjer djelovanja tesko je odrediti jer je
vjezbanje Cesto poprac¢eno ekstremnim prehrambenim obrascima (Clarke i sur., 2014). Stres je
jo$ jedan znaCajan Cimbenik Zivotnog stigla koji Se povezuje s crijevnom mikrobiotom,

smanjuje koncentraciju Lactobacillus bakterija (Conlon i Bird 2015).

Navedeni ¢imbenici poput genetike, vrste poroda, dobi, stresa te mnogi drugi mogu utjecati
na crijevnu mikrobiotu, no ipak najvaznijim pokretacem funkcije i sastava crijevne mikrobiote
smatra se prehrana jer se kratkoro¢ne promjene u prehrani povezuju s promjenama u sastavu i
funkciji crijevne mikrobiote (Sheflin i sur., 2017). U posljednje vrijeme, povecava se broj
radova koji prehranu isticu kao glavni okolisni ¢imbenik utjecaja na crijevnu mikrobiotu
(Clarke i sur., 2012).



2.2.UTJECAJ PREHRAMBENIH NAVIKA NA SASTAV | FUNKCIJU CRIJEVNE
MIKROBIOTE

Prehrambene navike su jedan od c¢imbenika Zivotnog stila koji igraju vaznu ulogu u
nastanku 1 napretku nekih kroni¢nih bolesti (Jelini¢ i1 sur., 2009) kao Sto su: ateroskleroza,
koronarna bolest, dijabetes, hipertenzija pa i razne maligne bolesti (Koprivnjak, 2008). Vecina
istrazivanja o utjecaju prehrane na zdravlje usmjereno je na izravnu interakciju prehrambenih
komponenti i sustava domacina, no za potpuniju sliku sve je vaznije uzeti u obzir prehrambene
ucinke na crijevnu mikrobiotu (Sheflin i sur., 2017). Do danas, istrazivanja koja povezuju
hranu i crijevnu mikrobiotu bazirala su se na povezivanju tipa prehrane ispitanika, cjelovite

hrane/prehrane ili sastojaka hrane sa sastavom crijevne mikrobiote (Grafi sur., 2013).

2.2.1. Tipovi prehrane i crijevna mikrobiota

Kako bi se prehrana mogla povezati sa crijevnom mikrobiotom usporedivani su specifi¢ni
tipovi prehrane ispitanika te su biljezene razlike u njihovoj crijevnoj mikrobioti. Nekoliko
studija usporedivalo je crijevnu mikrobiotu osoba sa zapadnjackim tipom prehrane (Europa i
Sjedinjene Americke Drzave) u odnosu na osobe s tradicionalnim tipom prehrane
karakteristicnim za ruralna podru¢ja (Afrika i Juzna Amerika) (Filippo i sur., 2010;
Yatsunenko 1 sur., 2012; Ou 1 sur., 2013; Schnorr 1 sur., 2014), a tek nekolicina istrazivanja
proucavala je razlike u crijevnoj mikrobioti vegetarijanaca, vegana i omnivora (Liszt i sur.,
2009: Kabeerdoss i sur., 2012; Matijasic i sur., 2014). Detaljan pregled dosadasnjih

istrazivanja i njihovih rezultata nalazi se u tablici 1.

Zapadnjacku prehranu karakterizira niski unos vlakana te visoki udio masti i rafiniranih
ugljikohidrata u usporedbi s tradicionalnom prehranom koja je bogata vlaknima i slozenim
ugljikohidratima (Graf i sur., 2015). Tradicionalna prehrana ruralnog podrucja povezana je
ve¢om koncentracijom bakterija roda Prevotella (Filippo i sur., 2010:Yatsunenko i sur., 2012;
Ou i sur., 2013; Schnorr i sur., 2014) i Xylanibacter (Filippo i sur., 2010). Uz to, zamijecen je
porast Succinivibrio i Treponema bakterija u Africkoj populaciji (De Fillipo i sur, 2010; Ou i
sur., 2013; Schnorr i sur., 2014). Navedene bakterije posjeduju visoki potencijal za razgradnju
vlakana $to je bitno za prehranu baziranu na ugljikohidratima (Graf i sur., 2015). Zapadnjacka
prehrana okaraktetrizirana je porastom bakterija Bacteroides te nizom bioraznoliko$¢u $to se

povezuje s ve¢im udjelom zasi¢enih masti i proteina (Wu i sur., 2011).

Za razliku od zapadnjacke prehrane, vegetarijanska prehrana obiluje prehrambenim

vlaknima, fitokemikalijama, magnezijem, kalijem folatima te ima niZi unos natrija. Razlike u
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unosu mikronutrijenata i makronutrijenata izmedu zapadnjacke i vegetarijanske prehrane
izravno su povezane s pojavom kroni¢nih oboljenja, ali rezultiraju i razlikom u sastavu
crijevne mikrobiote. Za razliku od omnivora, vegetarijanci pokazuju vecu bakterijsku
raznolikost te ve¢i omjer Prevotella-Bacteroides grupa (Sheflin i sur, 2017). Prehranu
omnivora karakterizira veéa koli¢ina bakterije Clostridium klaster XIVa (Matijasic i sur., 2014;
Kabeerdoss 1 sur., 2012), bakterije sinteze butirata (Graf i sur., 2015). Butirat je jedna od
kratkolancanih masnih kiselina koja sluzi kao glavni izvor metabolicke energije za kolonocite,
a osim toga vazna je za strukturu sluznice crijeva, utjeCe na inflamatorne reakcije te regulira

stabilnost genoma (Conlon i sur., 2015).



Tablica 1. Prikaz istrazivanja provedenih u svrhu identifikacije specifi¢nosti crijevne mikrobiote u odnosu na tip prehrane (Prema Graf i sur.,

2015; Sheflin i sur., 2017).

Prehrana ruralnih podrucja:
1 gotovo 50% vise koljena Bacteroidetes
posebice (rod:Prevotella i Xylanibacter)

- . Africka i Europska djeca 1 porast Succinivibrio i Treponema
De Filippo i sur. (2010) | koljeno Firmicutes
Djeca i odrasli iz amazonskog dijela Prehrana ruralnih podrudja:
Yatsunenko i sur. (2012) Venecuele i Malesz'gté)ttz1 djecai odrasli iz 1 rod Prevotella
Zapadnjacka prehrana Prehrana ruralnih podruéja:
) te . . . . . 1 rod Prevotella
Ouisur. (2013) prehrana ruralnih podrugja Afrikanci te Afriko-Amerikanci 1 porast Succinivibrio i Treponema

Prehrana ruralnih podrucja:

Hadza- Lovacko sakupljacko pleme iz 1 rod Prevotella

Schnorrisur. (2019 Tanzanije | Talljani 1 porast Succinivibrio i Treponema
Vegetarijanska prehrana:
Lisztisur. (2009) Vegetarijanci i omnivore 1 roda Bacteroides

| Clostridium klaster IV
Vegetarijanska prehrana i .. . . . Vegetarijanska prehrana:
Kabeerdoss i sur. (2012) prehrana omnivore Indijke rurglvnlh prgdjela te Indijke s | Clostridium klaster XIVa posebno Roseburia—E. rectale
Zapadnjackim tipom prehrane - . -
1 Clostridium leptum i F. prausnitzii
Vegetarijanska prehrana:
| Clostridium klaster XIVa
tomjer Bacteroides -Prevotella grupe
1 roda Bacteroides

Matijasic i sur. (2014) Vegetarijanci i omnivore

(Slovenija) 1 wvrsti :Bacteroides thetaiotao
Clostridium clostridioforme i Faecalibacterium prausnitzii
Wau i sur. (2016) Vegetarijanci i omnivore (SAD) Sli¢na crijevna mikrobiota izmedu grupa.
Lakto-ovo vegetarijanska, Veganska prehrana naspram prehrane omnivora:

veganska prehrana te prehrana
omnivore

| Bacteroides spp., Bifodobacterium spp., E. coli, Enterobacteriaceae
Veganska prehrana naspram vegetarijanske prehrane:
| pH stolice

Zimmer i sur. (2012) Lakto-ovo vegetarijanci, vegani i omnivore
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2.2.2. Utjecaj skupina namirnica, nutrijenta te mikroorganizama unesenih hranom na

crijevnu mikrobiotu

S obzirom na veliku bioraznolikost crijevne mikrobiote, potreba za prehrambenim tvarima
moze biti raznolika. Ciljane tvari iz hrane koje sluze kao hrana crijevnoj mikrobioti su
neprobavljive tvari, a veca varijabilnost raspolozivih supstrata rezultira ve¢om raznolikoscu tj.

vecom stabilnos¢u crijevne mikrobiote (Ercolini i Fogliano, 2018).

Glavna komponenta hrane koja utjece na crijevnu mikrobiotu, sastav i aktivnost svakako
su prehrambena vlakna (Ercolini i Fogliano, 2018). Prema definiciji prehrambena vlakna su
slozeni ugljikohidrati gradeni od deset i viSe monomernih jedinica te se ne mogu razgraditi
enzimima tankog crijeva (Jones, 2014). Njihova razgradnja odvija se debelom crijevu
djelovanjem mikroorganizama (Graf i sur., 2015). Kako su vlakna heterogena skupina
spojeva, raznolikost u njihovim kemijskim strukturama moze posluziti za selekciju
mikrooganizama u probavnom sustavu (Hamaker 1 Tuncil, 2014). Primjerice, istraZivanje
trotjednog unosa inulina je rezultiralo znacajnim porastom Bifidobacterium (Costabile i sur.,
2010), dok je kroz isti vremenski period unos polidekstroze utjecao na porast bakterija
Clostridiaceae te smanjenje Eubacteriaceae (Hooda i sur., 2012).

Uz prehrambena vlakna potencijalni utjecaj na crijevnu mikrobiotu imaju polifenoli.
Prehrambeni polifenoli povezuju se s mnogobrojnim pozitivnim zdravstvenim ucincima poput
smanjenog rizika od raka i kardiovaskularnih oboljenja (Conlon i Bird, 2015). Put djelovanja
polifenola vec¢inom se povezuje s antioksidativnim i protupalnim utjecajem njihovih
metabolita. Neke bioaktivne komponente mogu nastati u debelom crijevu aktivno$éu crijevne
mikrobiote medutim biokemijski procesi nisu u potpunosti istraZzeni (Conlon i Bird, 2015) pa
je tesko povezati pozitivan utjecaj polifenola na zdravlje s crijevnom mikrobiotom. Uz to,
individualna razlika u sastavu crijevne mikrobiote moze biti razlog razli¢itog kapaciteta

metabolizma polifenola (Gross i sur., 2010).

Osim komponenti hrane neki mikroorganizmi mogu se unositi kao dodatak hrani/prehrani
(Mishra i sur., 2015). Probiotici su definirani kao Zivi mikroorganizmi koji, kada se
primjenjuju u odgovaraju¢im koli¢inama, daju zdravstvenu dobrobit domacinu. Najcesce
konzumirani probiotici pripadaju rodu Lactobacillus i Bifidobacterium. Mehanizmi kojima
probiotici mogu poboljsati zdravlje domacina ukljucuju jac¢anje funkcije mukozne barijere,
smanjenje propusnosti sluznice za mikroorganizme i metabolite, povecanje proizvodnje

mukoznih antitijela, jaCanje integriteta epitela te djeluju kao izravni antagonisti patogenim
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mikroorganizmima. Tocan razmjer utjecaja probiotika je nepoznat zbog razli¢itih rezultata
istrazivanja. U obzir takoder treba uzeti razlike u metodologiji istrazivanja te razlike izmedu

ispitivanih skupina (Conlon i Bird, 2015).

Maksimum iskoristivosti odredene prehrambene komponente ne ovisi isklju¢ivo o
koncentraciji njezina unosa ve¢ je uvjetovana ukupnim sastavom hrane (Ercolini i Fogliano,
2018), stoga prilikom promatranja utjecaja odredene komponente te njezine veze s crijevnom
mikrobiotom treba ukljuciti pojedine skupine namirnica. Svaka skupina namirnica, kao i
pojedina¢ne namirnice unutar skupine, je specifi¢na S obzirom na sastav. Istrazivanja koja su
do sada provedena su bila usmjerena na namirnice bogate spojevima s prebiotickim
djelovanjem ili spojevima ¢iji metaboliti se povezuju sa zdravstvenim statusom, a mogu

nastati pod djelovanjem crijevne mikrobiote.
2.2.2.1. Gjelovite zZitarice

Cjelovite zitarice spadaju u skupinu namirnica bogatih prehrambenim vlaknima (Graf i
sur., 2015). Mnoge zdravstvene prednosti koje se pripisuju prehrambenim vlaknima su
posljedica njihove fermentacije crijevnom mikrobiotom i metabolita nastalih tim putem
(Conlon 1 Bird, 2015). Kontrolnim studijama koje su ispitivale utjecaj cjelovitih Zitarica na
crijevnu mikrobiotu se ustvrdio prebioticki utjecaj cjelovitih zitarica (Costabile i sur., 2008;
Carvalho-Wellsi sur., 2010). Trodnevna konzumacija cjelovitih zitarica za dorucak je
rezultirala povecanjem koli¢ine bifidobakterija u kontrolnoj skupini te se udio
Lactobacillus/Enterococcus povecao u oba intervencijska razdoblja (Zitarice bogate cjelovitim
Zitaricama i placebo Zitarice) (Costabile i sur., 2008). Sli¢ne rezultate objavili su Costabile i
sur. (2010) koriste¢i pSeni¢ne mekinje kao ispitivani uzorak. Zamijecen je porast bakterija
Bifidobacterium spp. Lactobacillus-Enterocccus grupa u intervencijskoj skupini u odnosu na

kontrolnu skupinu.
2.2.2.2. Voce i povrée

Voce 1 povrée vazan su izvor flavonoida, spojeva koji se smatraju odgovornima za
pozitivne zdravstvene ucinke prehrane bogate biljnim namirnicama (Klinder i sur., 2016).
Klinder i sur. (2016) su u svom radu proucavali povezanost pozitivnog utjecaj prehrambenih
vlakana i/ili flavonoida iz voca i povréa sa sastavom crijevne mikrobiote. Istrazivanje je
pokazalo inhibitornu ulogu voca i povréa na rast potencijalno patogene Clostridium leptum

bakterije.
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U skupini voca je poblize ispitivan utjecaj konzumacije jabuka (Shinohara i sur., 2010),
banana (Mitsou i sur., 2011) te divljih borovnica na razinu Bifidubacteum vrsta u stolici
ispitanika (Vendrame i sur., 2011; Guglielmetti i sur., 2013). Konzumacija soka od divljih
borovnica kroz $est tjedana je rezultirala znac¢ajnim porastom Bifidobacterium spp (Vendrame i
sur.,, 2011), a kvantifikacijom Bifidobacterium vrsta zamijeen je znaCajan porast
Bifidobacterium longum podvrste Infantis (Guglielmetti i sur., 2013). Ova bifidobaterijska
skupina je pokazala imunomodulatornu sposobnost te smanjenje gastrointestinalnih problema
(Guglielmetti i sur., 2013). Dok je bifidogeni utjecaj potvrden dvotjednom konzumacijom
jabuka, sezdesetodnevna konzumacije soka od banane nije pokazala statisti¢ki znacajan
utjecaj (Sheflin i sur., 2017).

S obzirom na mali broj istraZivanja, nije moguce zakljuciti u kojoj mjeri voce i povrée utjece

na crijevnu mikrobiotu (Sheflin i sur., 2017).
2.2.2.3. Mesni proizvodi

Dosadasnjim obServacijskim i eksperimentalnim istrazivanjima usporedbe prehrane
pretezno biljnog porijekla s prehranom baziranom na zivotinjskim izvorima, pokazala se
razlika u crijevnoj mikrobioti i metabolitima. Medutim, utjecaj prehrane bogate animalnim
proteinima na crijevnu mikrobiotu nije jo$ dovoljno istrazen (Sheflin, 2017). Jedno istrazivanje
je pokusalo povezati unos crvenog mesa sa crijevnom mikrobiotom i pojavnos¢u ateroskleroze,
preko metabolizma L-karnitina. Rezultati su pokazali neznatnu razliku u koncentraciji metabolita
TMAO (engl. trimethylamine N-oxide) izmedu vegana i omnivora pa bi se moglo zakljuéiti da je
crijevna mikrobiota moguce povezana s konzumiranjem crvenog mesa i povecanim rizikom

kardiovaskularnih oboljenja, no potrebna su daljnja istrazivanja (Koeth i sur., 2013).
2.2.2.4. Crno vino i kava

Prednosti umjerene konzumacije crnog vina uglavnom se pripisuju kompleksnom
flavonoidnom sastavu (Etxeberriai sur., 2013). Kao i polifenoli iz drugih izvora hrane,
polifenoli vina su koriSteni za prikaz selektivnhe modulacije crijevne mikrobiote. Svakodnevna
umjerena konzumacija crvenog vina u periodu od 4 tjedna je rezultirala znacajnim porastom
Bifidobacterium, Enterococcus, Eggerthella lenta, te koljena Fusobacteria $to upucéuje na
moguce prebioticke prednosti povezane s ukljucivanjem polifenola crvenog vina u prehranu
(Queipo-Ortuiio i sur., 2013).
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Zbog visokog sadrzaja (poli)fenolnih spojeva, kava kao jedan od najpopularnijih pica,
znacajna je za istrazivanje sastava crijevne mikrobiote. In vitro istrazivanjima se pokazao
stimulativan utjecaj kave na Bifidobacterium baktetrije (Raimondi i sur., 2015; Mills i sur.,
2015), a mjerenjem metabolickih produkata razgradnje klorogene kiseline (engl. Chlorogenic

acid - CGA) u uzorku stolice pokazan je utjecaj na sastav mikrobiote (Ludwig i sur., 2013).
2.2.2.5. Stupanj uhranjenosti i crijevna mikrobiota

S obzirom na dosadasnja istrazivanja Smatra se da stupanj uhranjenosti pojedinca ima
znacajan uéinak na sastav njegove crijevne mikrobiote (Pflughoeft i Versalovic, 2012). Dok
se pretilost povezuje s promjenom u omjeru bakterijskih koljena normalno prisutnih u
crijevnoj mikrobioti i smanjenom bakterijskom raznoliko$¢u (Turnbaugh i sur., 2009), kod
pothranjenih te ispitanika s adekvatnom tjelesnom masom zamijecena je veca raznolikost
crijevne mikrobiote u odnosu na pretilu populaciju (Saber i sur., 2017). Istrazivanja koja su
provodena na pretilim zivotinjama i ljudima pokazala su povecanje omjera gram pozitivnih
Firmicutes bakterija u odnosu na gram negativne Bacteroidetes upucujuci na tzv. ,,obrazac
pretilost”. Pove¢anjem omjera Firmicutes/Bacteroidetes povecana je sposobnost crijevne
mikrobiote da stvara energiju iz slozenih ugljikohidrata. Dostupni rezultati istraZivanja
sugeriraju da su razlike u crijevnoj mikrobioti koje su vjerojatno povezane s pretiloS¢u
rezultat koriStenja visoko kalorijske, visoko masne te visoko ugljikohidratne zapadnjacke
prehrane (Bell i sur., 2015).

Iako postoji mnogo istrazivanja na pretilim ispitanicima, crijevna mikrobiota
adekvatno uhranjenih te pothranjenih ispitanika nije dovoljno ispitana. Uz to neujednacenost
rezultata po pitanju omjera Firmicutes/Bacteroidetes u pretilih osoba, ukazuju na nuznost
daljnjih istrazivanja koja ¢e omoguditi razumijevanje poveznice prehrane, stila Zivota i

stupnja uhranjenosti sa sastavom crijevne mikrobiote.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu, u
vremenskom periodu od sije¢nja do travnja 2018. godine kao dio projekta MicroEquilibrium —
Istrazivanje ravnoteze mikrobioma debelog crijeva, financiranog od strane Hrvatske zaklade

Za znanost.

Regrutacija ispitanika je provedena putem drustvenih mreza, javnih letaka, oglasa na web
stranici projekta MicroEquilibrium te putem osobnih poznanstava istrazivaca ukljucenih u

projekt.

Prilikom regrutacije ispitanika ukljucujuéi kriteriji su bili:

Indeks tjelesne mase (ITM) (<18,5 kgm™; 20-22 kgm'%; >27 kgm™);

oba spola;
dob: od 18 do 35 godina;

. zdravi ispitanici (bez poznatih kroni¢nih oboljenja).

Iskljucujudi kriterij je bio:

. uzimanje antibiotika tijekom posljednja tri mjeseca prije ukljucivanja.

S obzirom na zadane kriterije, od ukupno 136 prijavljenih ispitanika njih 56 bilo je
prikladno za sudjelovanje, od ¢ega se njih 40 odazvalo na mjerenje te je ispunilo sve potrebne
upitnike. Ispitanici su u svrhu istrazivanja podijeljeni u tri kategorije ovisno o indeksu tjelesne
mase; 13 pothranjenih ispitanika, 10 ispitanika adekvatne tjelesne mase te 17 ispitanika s
prekomjernom tjelesnom masom ili pretiloS¢u. IstraZzivanjem su obuhvacena oba spola od

¢ega je 20 muskaraca i jednako toliko Zena.

Ukljucivanje ispitanika u istrazivanje je bilo na dragovoljnoj osnovi. Svaki ispitanik prije
ukljucivanja je detaljno upucen u protokol i ciljeve istraZivanja te je potpisao informativni
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

Istrazivanje cijelog znanstvenog projekta je provedeno u suglasju s preporukama

Helsinske deklaracije o ljudskim pravima te sa Zakonom o potvrdivanju Konvencije o zastiti
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ljudskih prava i dostojanstva ljudskog bic¢a u pogledu primjene biologije i medicine (Hrvatski
Sabor, 2003), odnosno dijelova koji se odnose na istrazivanja na ljudima, kao i na zastitu
privatnosti i anonimnosti. Istrazivanje je prije pocetka provedbe Projekta odobreno pozitivnim
rjeSenjima (suglasnostima za provodenje istrazivanja) Etickog povjerenstva Djec¢je bolnice
Srebrnjak te Etickog povjerenstva Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu i Etickog povjerenstva Instituta za antropologiju.
3.2. METODE

Metode koje su se koristile u istrazivanju bile su: antropometrijske, dijeteticke,

biokemijske, genomicke te statisti¢ke metode.

3.2.1. Prikupljanje op¢ih i biokemijskih parametara

Tijekom probira ispitanika Op¢im upitnikom o prehrambenim navikama prikupljali su se
podaci o prehrambenim i zivotnim navikama te zdravstvenom stanju ispitanika (pitanja su
podijeljena na op¢a — 15; pitanja o zdravstvenom stanju — 12, te pitanja o prehrambenim
navikama — 33). Upitnikom o tjelesnoj aktivnosti Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) -
Global Physical Activity Questionnaire (GPAQ) (WHO, 2006) dobiven je uvid u ucestalost i

jacinu tjelesne aktivnost ispitanika.

Od svakog ispitanika je prikupljen uzorak stolice, izmjeren krvi tlak uredajem OMRON
M6 Comfort (slika 4), te su odredene glukoza i kolesterol iz uzoraka kapilarne krvi uredajem
Accutrend® Plus System (Roche Diagnostic USA) (slika 5). Takoder, ispitanici su
procjenjivali konzistenciju vlastite stolice pomoc¢u Bristolske ljestvice (engl. Bristol stool
scale). Skala prikazuje sedam tipova stolice koji se razlikuju u veli¢ini i konzistenciji $to

ukazuje na stanje probave (Lewis i Heaton, 1997).
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Slika 4. Tlakomjer OMRON M6 Comfort.

Slika 5. Uredaj za mjerenje glukoze i kolesterola iz kapilarne krvi Accutrend® Plus System

(Roche Diagnostic USA).
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3.2.2. Dijeteti¢ka metoda — trodnevni dnevnik prehrane

U ovom istrazivanju koriStena dijeteticka metoda je bila trodnevni dnevnik prehrane kojim
su prikupljeni i analizirani podaci o unosu energije, makronutrijenata i mikronutrijenata te je
omogucen uvid u obrazac prehrane. Ispitanici su vodili trodnevni dnevnik prehrane tri
uzastopna dana neposredno prije provodenja antropometrijskih mjerenja te davanja uzoraka
stolice. Detaljne informacije o vodenju dnevnika s oglednim primjerkom te obrascima za
vodenje dnevnika ispitanici su dobili prilikom ukljucivanja u istrazivanje. Koli¢inu
konzumirane hrane i pi¢a odradivali su vaganjem ili su je procjenjivali pomoc¢u kuhinjskog
posuda (npr. Zlica, ¢ajna zliCica ¢aSa, Salica, zdjelica, tanjur). Za kupovne namirnice koristili
su koli¢ine navedene na deklaraciji (te su prilagali deklaracije dnevniku). Osim hrane i pic¢a u
dnevnik su upisivani svi ostali pripravci i dodaci prehrani te njihova konzumna koli¢ina. Za
slozena jela ispitanici su navodili recept ukoliko je bio poznat, no u slucaju izostanka istog
kao, zamjena prilikom obrade dnevnika koriStene su standardne recepture (Coolinarika,
2018).

Svi prikupljeni dnevnici prehrane obradivani su pomocu hrvatskih nacionalnih
prehrambenih tablica (Kai¢-Rak, 1990) koje su zbog manjkavosti namirnica nadopunjavane

podacima s deklaracija konzumiranih prehrambenih proizvoda.

3.2.2. Antropometrijske metode

Sastav 1 veli¢ina tijela ispitanika su utvrdeni pomocu antropometrijskih metoda.
Antropometrijske metode koristene u ovom istrazivanju uklju¢ivale su: mjerenje tjelesne
visine, tjelesne mase, opsege struka, bokova, te sastav tijela (udio masnog i misi¢nog tkiva,

te razina visceralnog tkiva).

Pomocu visinomjera Seca 217 (Seca Ltd.) (slika 6) mjerena je visina tijela s precizno$éu
od 0,1 cm. Mjerenje je provedeno bez obuce, u uspravnom, opustenom stavu pri ¢emu Su
tieme, lopatice, straznjica i pete dodirivale mjernu skalu, a glava je bila u Frankfurt
horizontalnom polozaju (zamisljena linija donjeg ruba lijeve orbite, tragus heliksa i lijevog

uha se nalazila u vodoravnom polozaju u odnosu na podlogu) (Lee i Nieman., 2013).
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Slika 6. Visinomjer Seca 217 (Seca Ltd.).

Tjelesna masa mjerena je u laganoj odje¢i i bez obuée pomocu OMRON BF-511
analizatora sastava tijela (slika 7) s preciznos¢u 0,1 kg. OMRON BF-511 analizator radi na
principu bioelektricne impendancije (BIA) $to zna¢i da postupak mjerenja podrazumijeva
propustanje za ispitanika ne osjetljive i ne $tetne struje jakosti najvise do 800 mA (Satali¢ i
sur., 2016) pa su osim tjelesne mase prikupljeni podaci o postotku misi¢nog i masnog tkiva i

razina visceralnog tkiva.
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KaradaScan

Slika 7. Analizator sastava tijela OMRON BF-511.

Savitljivom, ne elasticnom mjernom vrpcom mjereni su opsezi struka, bokova s
preciznoséu od 0,1 cm te je naknadnom racunanjem dobiven omjer opsega struka i bokova

(WHR) te odnos opsega struka i tjelesne visine (WHtR).

3.2.3. Genomicke metode

1z uzoraka stolice prikupljenih na dan provodenja antropometrijskih mjerenja izolirana je
deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid - DNA) te je njenim

sekvenciranjem odreden sastav crijevne mikrobiote ispitanika.
3.2.3.1. Izolacija i mjerenje koncentracije DNA

Za izolaciju je koristen QIAamp® PowerFecal® DNA set kemikalija (kit) prema protokolu
Quick-Start. Uzorci stolice, prethodno ¢uvani u zamrzivacu na -80°C, otopljeni su na sobnoj
temperaturi 1 homogenizirani prije daljnjih koraka obrade uzorka. Za izolaciju je koristeno

0,25 g uzorka stolice sukladno uputama proizvodaca kit-a za izolaciju DNA.

Za odredivanje koncentracije DNA koriSten je wuredaj BioSpec Nano-drop

spektrofotometar (Shimadzu Biotech) koji je prikazan na slici 8.
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Slika 8. BioSpec Nano-drop spektrofotometar (Shimadzu Biotech).

3.2.3.2. Sekvenciranje 16S rRNA gena

Sekvenciranje DNA obavljeno je u Molecular Research Lab (MRDNA LAB), Teksas,
SAD. Koristena je metoda sekvenciranja sparenih krajeva (pair-end sequencing) pomocu
[llumina MiSeq uredaja s MiSeq v3 kitom za sekvenciranje. KoriStene su pocetnice
341F/806R za umnazanje V3 i V4 regija gena koji kodira za 16S rRNA Kkoristenjem lancane
reakcije polimeraze (PCR) u 30 ciklusa. Nakon umnaZanja fragmenta gena PCR produkti su
provjereni na 2%-om agaroznom gelu te su pro¢is¢eni koristenjem kalibriranih Ampure XP
kuglica. Procis¢eni PCR produkti su koristeni za izradu DNA knjiznica upotrebom Illumina

TruSeq DNA library protokola te zatim sekvencirani Illumina MiSeq platformom.

3.2.3.3. Obrada podataka sekvenciranja i analiza mikrobiote

Sirovi podaci sekvenciranja fragmenta gena 16S rRNA preuzeti su s lllumina Basespace
(https://basespace.illumina.com) platforme u obliku Fastq datoteka. Preuzete su dvije fastq
datoteke pri ¢emu jedna odgovara o€itanim sljedovima nukleotida u prednjem (engl. forward)
naCinu Citanja, dok druga u straznjem nacinu CcCitanja slijeda (engl. reverse). Nakon
preuzimanja dokumenti su ucitani u programski paket QIIME 2 (https://qiime2.org/) te su

prednji 1 straznji slijed nukleotida spojeni u cjelovitu sekvencu. Svi uzorci se nakon spajanja
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nalaze u jednom dokumentu te je potrebno svaki slijed dodijeliti odgovaraju¢em uzorku na
osnovu ocitanog slijeda nukleotida koji se nalazi na pocetku svake sekvence — tzv. barkoda.
Sekvence kojima prvih 8 nukleotida nije u potpunosti odgovaralo jednom od koristenih
barkodova su odbacene iz daljnjih analiza. Sekvence su prosle kontrolu kvalitete koriStenjem
DADA 2 programskog paket koji je optimiziran za ispravljanje greSaka sekvenciranja
[llumina platformom. Sljedovi svakog uzorka su klasterirani u operacijske taksonomske
jedinice (OTU) sa minimalnom pokrivenos¢u od 97 % i minimalnom identi¢noséu od 97 %,
Sto odgovara definiciji OTU-a na taksonomskom nivou vrste. Reprezentativni slijed svakog
klastera je poravnat sa Greengenes 16S rRNA taksonomskom bazom koriStenjem mafft
algoritma ¢ime je odredena taksonomska identifikacija svakog OTU-a. Filogenetsko stablo je
izradeno koriStenjem aproksimirane metode najvece vjerojatnosti (engl. approximately-
maximum-likelihood) implementiranom u FastTree programu. Za odredivanje razli¢itosti
izmedu svakog para uzoraka (bakterijskih zajednica) koriStena je UniFrac metrika. Mala
UniFrac udaljenost karakterizira uzorke koji imaju sli¢an sastav bakterijskih zajednica i koje
su evolucijski bliske. U upotrebi su dva tipa UniFrac metrika - tezinska i netezinska. TeZinska
UniFrac metrika pri izra¢unu udaljenosti zajednica uzima u obzir prisutnost 1 zastupljenost
pojedine taksonomske jedince, dok netezinska uzima u obzir samo prisutnost. Za odredivanje
razlike u zastupljenosti pojedinih OTU-ova izmedu uzoraka ili grupa uzoraka koristena je
ANCOM metoda koja je razvijena kako bi uzela u obzir kompozicijska ogranic¢enja koja

predstavlja mikrobiota.

3.2.4. Statisticke metode

Analiza i obrada podataka je provedena uz pomo¢ programa MS Excel (Microsoft,
Seattle, WA, USA) te statistickog programa SPSS v.22 (SPSS Inc., Chicago, Il, USA). Za
opis karakteristika ispitanika primijenjene su standardne metode deskriptivne statistike
(aritmeticka sredina, medijan, standardna devijacija, standardna greska). Normalnost
distribucije ispitana je Shapiro-Wilk testom. Razlike u karakteristikama izmedu skupina
usporedivane su nezavisnim Studentovim ANOVA testom za parametrijske, a Kruskal-Wallis
(ANOVA testom) za neparametrijske podatke. Svi dobiveni rezultati prikazuju se kao

aritmeticka sredina + standardna devijacija/standardna greska.

Za sve sprovedene testove razina znacajnosti utvrdena je na razini p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu su istrazivane prehrambene navike mlade, naizgled zdrave, populacije
razlicitih stupnjeva uhranjenosti te su ispitivane razlike u prehrani i njihov utjecaj na
crijevnu  mikrobiotu. Tijekom istrazivanja su prikupljeni op¢i, antropometrijski,
biokemijski i dijeteticki podaci te genomicki podaci dobiveni sekvencioniranjem DNA iz

prikupljanih uzoraka stolice ispitanika.

Rezultati su podijeljeni na 3 dijela s obzirom na podrucje koje obuhvacaju i prikazani
su u obliku 7 tablica te 24 slike:

1. Op¢i, antropometrijski i biokemijski podaci prikazani su u tablicama od 2 do 6 te slikom
4.

2. Dijeteticki podaci ispitanika, koji prikazuju podatke o prehrambenim navikama i unosu
makronutrijenata, prikupljeni trodnevnim dnevnikom prehrane, prikazani su slikama od
9do 20 i tablicama 7 i 8.

3. Genomicki podaci dobiveni sekvencioniranjem DNA iz prikupljanih uzoraka stolice
prikazani su slikama od 21 do 27.
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4.1. OPCI, ANTROPOMETRIJSKI | BIOKEMIJSKI PODACI

U istrazivanju je sudjelovalo 40 ispitanika oba spola u dobi od 18 do 35 godina.
Prosje¢na dob svih ispitanika je bila 25,75 + 4,25 godina te nije bilo razlike u dobi
promatrano prema stupnju uhranjenosti (tablica 2). Od ukupnog broja ispitanika s obzirom
na ITM, u pothranjenoj skupini je bilo 13 (32,5 %) ispitanika, u skupini adekvatno
uhranjenih je bilo 10 (25 %) ispitanika, a njih 17 (42,5 %) je bilo u pretiloj skupini. S
obzirom na spol, u istrazivanju je sudjelovalo po 20 ispitanika oba spola. Veéi broj Zena bio
je u skupinama pothranjenih (64,5 %) i adekvatno uhranjenih (70,0 %) dok je u skupini
pretilih bilo manje Zena (29,4 %) u odnosu na muskarce. Analizom antropometrijskih
parametara utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u svim promatranim parametrima izuzev
tjelesne visine, sto se i ocekivalo s obzirom na raspodjelu ispitanika prema stupnju

uhranjenosti $to je prikazano u tablici 2.

Tablica 2. Usporedba dobi, spola te antropometrijskih parametara izmedu ispitanika s

obzirom na stupanj uhranjenosti (n=40).

Parametar Ispitanici Pothranjeni Adekvatno Pretili p*

((=i0)) (n=13) uhranjeni (n=17)

(n=10)

x + SE x + SE x + SE x £+ SE
Dob. 25,75+425 24,92 +290 2400+236 27.41+540 0,131
(godine)
Spol
(% Fena) 50,00 64,5 70,0 20.4 0,077
Tjelesna 176,88 £11,72 184,31 +10,46 171,67+9.,65 181,91 +1229 0,053
visina (cm)
Opseg 8090+ 16,16  67.88+68  7228+7.17 9592+1221 <0,001
struka (cm)
Opseg
bokova 101%50? 88.55+ 64  96,15+591 11471+471 <0001
(cm) '
WHR" 0,79 + 0,09 0,77 + 0,08 0,75 + 0,08 0,84+0,09 0,032
WHtR® 0,46 + 0,08 0,39 +0,03 0,42+0,02 053 £0,06 <0,001

* p<0,05; SE — standardna greska; "WHR - omjer struka i bokova; ‘WHtR - omjer opsega struka i tjelesne

visine
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Sastav tijela mjeren je uz pomo¢ OMRON analizatora koji radi na principu
bioelektricne impedancije (tablica 3). Ocekivana statisticki znacajna razlika (p<0,001)
izmedu promatranih skupina primjeéena je za sve ispitivane parametre sastava tijela osim u
postotku misi¢nog tkiva (p=0,198), §to moze biti posljedica razli¢ite distribucije muskaraca
i Zzena po skupinama. Veca zastupljenost Zzena je u skupinama pothranjenih (64,5 %) i
adekvatno uhranjenih (70,0 %), naspram broja u pretiloj skupini (29,4 %). Literaturni
podatak pokazuje da je prosje¢ni udio miSi¢a u zena 28 %, a muskaraca 37 % (Omron,
2007) pa bi stoga manji broj Zena u pretiloj populaciji mogao objasniti izostanak znacajne

razlike izmedu skupina.

Tablica 3. Prikaz rezultata dobivenih analizatorom sastava tijela (OMRON).

Parametri Pothranjeni Adekvatno Pretili

(n=13) uf(lgirijoe;ni (n=17)

x + SE x + SE x + SE

Tjelesna masa (kg) 55,15+ 7,86 64,73 + 7,84 102,78 £ 15,54 <0,001

Masno tkivo (%) 16,43 + 6,33 25,52+ 6,91 33,54+ 7,64 <0,001

MiSicno tkivo (%) 35,18 £ 8,02 33,49 £5,76 31,09 +£4,43 0,198

Razina visceralnog tkiva 1,62 + 0,77 3,70 +£ 0,67 10,29+ 3,5 <0,001

ITM (kgm™) 18,07 £ 1,02 21,91 £0,94 30,98+2,76  <0,001

* p<0,05; SE — standardna greska

Pove¢an ITM povezuje se s mnogobrojnim kroni¢nim bolestima, posebice
kardiovaskularnim oboljenjima, dijabetesom te osteoartritisom (Ng i sur., 2015), stoga su u
ovom istraZzivanju mjereni odredeni biokemijski parametri (krvni tlak sistolicki 1
dijastolicki te glukoza i kolesterol iz kapilarne krvi) u ispitanika, kako bi se utvrdili rizi¢ni
¢imbenici u naizgled zdrave skupine ispitanika. Sistolicki krvni tlak bio je visi u pretiloj
skupini u odnosu na pothranjenu (p<0,001) i adekvatno uhranjenu skupinu (p<0,030). To
je jedina statisticki znacajna razlika izmedu skupina (tablica 4). Ostali biokemijski
parametri bili su u prihvatljivim rasponima te se nisu statisticki znacajno razlikovali
izmedu skupina, Sto je ocekivano s obzirom da se ispitivala mlada, zdrava populacijska
skupina. Radi uvida u stanje probave ispitivana je ucestalost stolice i pojavnost opstipacije
te je utvrdeno da 95,5 % ispitanika ne pati od opstipacije, a 50 % ispitanika ima
svakodnevno, do tri puta stolicu (tablica 5). S obzirom na Bristolsku ljestvicu stolice,
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kojom se procjenjivao tip, odnosno konzistencija stolice, nije zamijecena statisticki

znacajna razlika (p=0,278) u konzistenciji stolice izmedu ispitivanih skupina.

Tablica 4. Usporedba biokemijskih parametara izmedu ispitanika s obzirom na stupanj

uhranjenosti (n=40).

o .. Adekvatno -
Ispitanici Pothranjeni L Pretili
Parametar _ _ uhranjeni _
(n=40) (n=13) (n=10) (n=17)
x + SE x + SE x = SE x = SE
Krvni tlak
sistolicki 123,53 £15,53 113,69+12,61 119,20+11,25 133,59+ 14,12 0,001
(mmHgQ)
Krvni tlak
dijastolicki 78,23 + 8,68 76,23 £7,72 75,80 £ 9,35 81,18 +8,57 0,561
(mmHg)
GUK”
4,42 + 0,89 428 +0,63 4,18 £0.80 4,67+1,07 0,401
(mmol/L)
Kolesterol - ¢, g3 4,81+ 1,00 4,68 + 0,87 4,80+0,70 0,335
(mmolL™)

* n<0,05;SE — standardna greska; *glukoza u krvi (kapilarne)

Tablica 5. Ucestalosti stolice izmedu ispitanika s obzirom na stupanj uhranjenosti.

Ispitanici Pothranjeni  Adekvatno Pretili
Parametar (n=40) (n=13) uhranjeni (n=17)
(n=10)

Udestalost stolice % n % n % n %
Svaki drugi dan 15,0 4 30,8 2 20,0 0 0,0
Svakodnevno 32,5 4 30,8 4 40,0 5 29,4
Svakodnevno, (2 do 3) 50,0 5 38,5 4 40,0 11 64,7
Svakodnevno, (> 3) 2,5 0 0,0 0 0,0 1 59
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Neke od zivotnih navika Ciji utjecaj se povezuje s promjenama u sastavu crijevne
mikrobiote su konzumacija kave, alkohola, posebice crnog vina (Graf i sur., 2015), pusenje
te tjelesna aktivnost (Conlon i Bird, 2015). Jedina statisticki znacajna razlika (p=0,040)
utvrdena u ovom istrazivanju s obzirom na navedene parametre je konzumacija alkohola
izmedu skupina. Dok gotovo svi ispitanici pretile (100,0 %) i pothranjene skupine (92,3 %)
konzumiraju alkohol, tek 70,0 % ispitanika adekvatno uhranjene skupine se izjasnilo da

konzumiraju alkohol (tablica 6).

Tablica 6. Usporedba konzumacije kave, alkohola i tjelesne aktivnosti izmedu ispitanika s

obzirom na stupanj uhranjenosti

. hranieni Adekvatno il
Parametar Isplfamm Pot Eanjenl uhranjeni PI’_e'[I I
((=0)) (n=13) (n=10) (n=17)
Konzumacija o o o o
kave Y0 n Yo n % n %
DA 67,5 9 69,2 4 40,0 14 824 0.077
NE 32,5 4 30,8 6 60,0 3 17,7 '
e % % % o
DA 90 12 92,3 7 70,0 17 100,0 0.040
NE 10 1 7,7 3 30,0 0 0,0 ’
Tjelesna o o o o
aktivnost & f 2 n & n &
DA 67,5 8 61,5 7 70,0 12 70,6 0.539
NE 32,5 5 38,5 3 30,0 5 29,4 ’
* p<0,05

U ispitivanim skupinama zamije¢eno je podjednako bavljenje tjelesnom aktivnoscu
(pothranjeni 61,5 %, adekvatno uhranjeni 70,0 %, pretili 70,6 %), uz to jakom tjelesnom
aktivno$¢u najvise se bave pretili (76,5 %), a minimalno hodanje od 15 min dnevno
prakticiraju svi ispitanici (slika 9). Ovakav rezultat nije ocekivan jer tjelesna neaktivnost
moze biti jedan od rizi¢nih ¢imbenika za pojavu pretilosti, ali i drugih kroni¢nih oboljenja
(Warburton i sur., 2006) no treba uzeti u obzir dob populacije. Mlade generacije podloznije
su drustvenim trendovima gdje se dosta paznje usmjerava na vanjski izgled i zdravlje te se

generalno prate isti obrasci ponasanja. Ve¢i interes pretile skupine za jacu tjelesnu
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aktivnost moze se povezati S ve¢im postotkom musSkaraca u toj skupini (70,6%) cija
motivacija za tjelesnu aktivnost pociva u vecoj potrebi za kompeticijom, izazovom te
isticanjem vlastite snage (Molanorouzi i sur., 2015). Uz to tijekom regrutacije ispitanika

birali su se ispitanici koji su se tijekom zivota bavili tjelesnom aktivnoscu.
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Slika 9.Prikaz stupnja tjelesne aktivnosti po skupinama s obzirom na ITM.
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4.2. DIDETETICKI PODACI ISPITANIKA

Unutar ovog poglavlja sazeto su prikazane prehrambene navike ispitanika podijeljenih
u skupine s obzirom na stupanj uhranjenosti. Tijekom analize prehrambenih navika uzeto je
u obzir: ucestalost konzumacije obroka, prosjecan energetski unos, unos makronutrijenata i

vlakana te zastupljenost odredenih skupina namirnica u prehrani.

Ispitivanjem ucestalosti konzumacije pojedinih obroka tijekom jednog prosjeénog
tjedna nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanika s obzirom na stupanj
uhranjenosti. Na slici 10. moze se primijetiti da su glavni obroci u danu za sve ispitanike
rucak (6,94 puta/tjedan pretili, 7,00 puta/tjedan adekvatno uhranjeni, 6,62 puta/tjedan
pothranjeni) i vecera (6,12 puta/tjedan pretili, 6,80 puta/tjedan adekvatno uhranjeni, 5,92
puta/tjedan pothranjeni). Pretili ispitanici rjede konzumiraju meduobroke (3 puta tjedno) u
odnosu na adekvatno uhranjenu te pothranjenu skupinu (4-5 puta tjedno). lako neka
znanstvena istrazivanja potvrduju pretpostavku kako ¢es¢a konzumacija manjih obroka
utjece na gubitak i bolju regulaciju tjelesne mase, sve se vise isti¢e vaznost dosljednosti
broja obroka kroz tjedan, jer varijacije u broju obroka mogu imati negativne metabolicke
ucinke (Schoenfeld i sur., 2015).

- m Pothranjeni
Adekvatno uhranjeni
m Pretili

SO P N W b~ O O N
]

Ucdestalost ( br. obroka / tjedan)

Zajutrak Doru¢ak Rucak  Uzina  Vecera
Obrok

Slika 10. Usporedba ucestalosti konzumiranja pojedinih obroka izmedu ispitanika s
obzirom na stupanj uhranjenosti (n=40).
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Neposredno prije dolaska na antropometrijsko mjerenje ispitanici su zamoljeni da vode
trodnevni dnevnik prehrane radi uvida u njihove prehrambene navike, unosa energije,
makronutrijenata i vlakana. Dobiveni rezultati su obradeni, analizirani kao takvi, ali i
naknadno koristeni tijekom analize crijevne mikrobiote kako bi se ustvrdila poveznica
prehrane i sastava crijevne mikrobiote. Iz trodnevnog dnevnika prehrane izraCunati je
prosjecan unos energije, makronutrijenata i vlakana (tablica 7) te prosje¢an unos pojedinih
skupina namirnica s obzirom na stupanj uhranjenosti (tablica 8). U tablici 7 vidljivo je da
nema statisticki znacajne razlike u prosje¢nom dnevnom unosu energije, ugljikohidrata,
masti, proteina i vlakana izmedu ispitivanih skupina. Sli¢an unos navedenih parametara
moze biti posljedica sli¢nih prehrambenih navika, naime vecina ispitanika su studenti koji

imaju specifi¢an obrazac prehrane (jedu u studentskim restoranima, jedu u zurbi i sli¢no).

Tablica 7. Prikaz unosa energije i makronutrijenata s obzirom na stupanj uhranjenosti.

Ukupni . . Adekvatno .
... . Pothranjeni s Pretili
Parametar ispitanici (n=13) uhranjeni (n=17)
(n=40) B (n=10) B
Energija (kcal/dan) 2450,67 2324,15 2511,87 2511,41 0,740
Ugljikohidrati 262,96 259,56 278,99 256,14 0,829
(g/dan)

Masti (g/dan) 112,16 102,77 111,00 120,03 0,555
Proteini (g/dan) 95,71 87,32 96,61 101,59 0,509
Vlakna (g/dan) 23,79 26,86 20,28 23,50 0,471
* p<0,05
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Slika 11. Grafic¢ki prikaz unosa makronutrijenata u ispitanika s obzirom na stupanj
uhranjenosti u odnosu na hrvatske preporuke (*ruzic¢asto=hrvatske prehrambene
preporuke; ugljikohidrati 50-60% dnevnog energetskog unosa, masti 25-35%
dnevnog energetskog unosa, proteini 10-20% dnevnog energetskog unosa
(Odluka, 2015)).

Usporedbom prosje¢nog dnevnog unosa makronutrijenata procijenjenog iz trodnevnog
dnevnika prehrane, iskazanih kao postotak cjelodnevnog energetskog unosa s hrvatskim
preporukama (Odluka, 2015) utvrdeno je kako ispitanici svih skupina (raspodijeljeni prema
stupnju uhranjenosti) unose nedovoljno ugljikohidrata, visak masti te adekvatnu koli¢inu
proteina u odnosu na preporuke §to je prikazano na slici 11. Takoder, prosjecan dnevni
unos vlakana ispitanika unutar svih ispitivanih skupina manji je od 25 g/dan (tablica 7), sto
je postavljena referentna vrijednost za normalno funkcioniranje crijeva u odraslih osoba
prema Europskoj agenciji za sigurnost hrane (EFSA, 2010). Prema najnovijim USDA
(engl. United States Department of Agriculture) smjernicama (2015) razlicit je preporuéeni
unos za muskarce (33,6 g/dan) i Zene (28 g/dan). Rezultati istrazivanja ukazuju da Zene
(njih cak 85,4 %) zadovoljavaju u vecoj mjeri preporuke od muskaraca (70,4 %).
Zanimljivo je da preporuke za unos vlakana u najmanjem postotku zadovoljavaju
adekvatno uhranjene zene (73,7 %) i muskarci (57,8 %) u odnosu na skupinu pothranjenih
(zene: 93,1 %, muskarci: 83,7 %) i pretilih (zene: 89,5 %, muskarci: 68,0 %) ispitanika
(slika 12). No ukoliko se u obzir uzima preporuka za unos vlakana u koli¢ini od 14 g
konzumiranih na 1000 kcal, najvise je zadovoljavaju pothranjeni (82,6 %), zatim adekvatno

31



uhranjeni (69,3 %) te na kraju pretili (66,9%) ispitanici, sto je ofekivani rezultat prema
ranijim istrazivanjima (Kendall i sur., 2010). Povecani unos masti te nedovoljan unos
prehrambenih vlakana, neke su od karakteristika zapadnjacke prehrane za koju je utvrden
utjecaj na sastav crijevne mikrobiote (Graf i sur., 2015), a navedeno je zamije¢eno kod svih

ispitivanih skupina u ovom istrazivanju.

m Pothranjeni

Adekvantno uhranjeni
m Pretili

Preporuke

Prosjecni dnevni unos vlakanna
(9/d)
S

Zene Muskarci

Slika 12. Prikaz prosje¢nog dnevnog unosa vlakana s obzirom na stupanj uhranjenosti te
spol (*ruzicasto = USDA preporuke za zene izmedu 19-30 godina >28 g/dan, a
muskarce izmedu 19-30godina >33,6 g/dan).

Hrana zabiljeZena u trodnevnim dnevnicima prehrane tijekom analize je podijeljena u
Sest osnovnih skupina te je racunat njihov prosjean dnevni unos u ispitanika podijeljenih s
obzirom na stupanj uhranjenosti (tablica 8). Dobiveni podaci usporedivani su s hrvatskim
Prehrambenim smjernicama za odrasle (2002) kako bi se utvrdile i usporedile prehrambene
navike svih triju skupina ispitanika. Izmedu skupina pothranjenih, adekvatno uhranjenih te
pretilih ispitanika nije zamijecena statisticki znacajna razlika u prosje¢nom unosu skupina:
voce i povrce (g/dan), zitarice (g/dan), meso i mesni proizvodi (g/dan), masti i ulja (g/dan)
te ukupna tekucina (L/dan). Jedina statisticki znacajna razlika (p=0,046) zamijecena je u
prosjecnom dnevnom unosu mlijeka i mlije¢nih proizvoda (mL/dan) izmedu navedenih

skupina ispitanika.
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Tablica 8. Tabli¢ni prikaz prosje¢nog dnevnog unosa pojedine skupine namirnica i

usporedba s preporukama (Hrvatske prehrambene smjernice (2002)).

Ukupni .. Adekvantn -
. Dnevna ... .. Pothranjeni .. Pretili
Parametri ispitanici _ o uhranjeni N
preporuka ) (n=13) (n=10) (n=17)
Voce i
. > 400 g/dan 436,96 528,30 419,61 362,96 0,114
povrce
Zitarice 250,49 213,09 254,44 283,94 0,383
Mlijeko i
mlijecni  PAEMS00 onp14 17502 37475 21264 0,046
: . ml/dan
proizvodi
Meso i
mesni 251,68 194,35 228,62 309,09 0,067
proizvodi
Cr;‘gigo <68g/dan 102,45 97,66 7872 131,32 0,115
Masti i ulja ~ 70-90 g/dan 110,16 104,82 111,00 114,66 0,484
Tekugina ~ PAreM 1500107759 105860 113069  1042,59 0,867
2 L/dan
* p<0,05

Svaka skupina namirnica je karakteristicnog kemijskog sastava. U ovom istrazivanju
posebno su znaéajne skupine zitarica te voca i povréa jer su glavni izvor prehrambenih
vlakana, glavne komponente iz hrane koja utjeCe na sastav i aktivnost crijevne mikrobiote
(Ercolini 1 Fogliano, 2018). Kako se vecina aktivnih tvari nalazi u ljusci 1 klici, preporucuje
se da barem polovica ukupnog unosa zitarica bude podrijetlom od cjelovitih Zitarica
(Alebi¢, 2008). Udio cjelovitih Zitarica u prehrani ispitanika pokazao se nizim od
preporuka (kod pothranjenih tek 11 % od ukupnih Zitarica ¢ine cjelovite, a kod adekvatno
uhranjenih samo 7 %), a posebice u pretiloj skupini gdje je unos bio tek 2 % od ukupnog
unosa zitarica (slika 13). Unos voca i povrca bio je u skladu s preporukama u skupini
pothranjenih i adekvatno uhranjenih, no ne i u skupini pretilih (prosjecan unos skupine
zadovoljava 90,7 % preporuke) (slika 14) sto nije u skladu s dobivenim rezultatima ranijih
istrazivanja prehrambenih navika studentske populacije kod kojih je zamijecen znacajan

nedostatak unosa voca i povréa (Banozi¢ 1 sur, 2015.).
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Slika 13. Prikaz udjela cjelovitih Zitarica u ukupnom prosje¢nom dnevnom unosu Zitarica.
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Slika 14. Graficki prikaz prosje¢nog dnevnog unosa voca i povréa s obzirom na stupanj
uhranjenosti (*ruzi¢asto = preporuka >400 g/dan (Smjernice za odrasle osobe,
2002).

lako je zamijecena statisticki znacajna razlika u konzumaciji mlijeka i mlije¢nih
proizvoda izmedu skupina s obzirom na stupanj uhranjenosti, sve tri skupine ispitanika
(pothranjeni unose 35,0 %, adekvatno uhranjeni 75 %, pretili 42,5 % od preporuke) nisu
zadovoljile preporuku za minimalan unos od 500 ml/dan (slika 15). Proucavanjem
ispitanika pojedina¢no zamijeceno je da u cijeloj skupini ispitanika samo njih ¢etvero (10
%) zadovoljava preporuceni unos mlijeka i mlije¢nih proizvoda, od Kkojih troje spada u
adekvatno uhranjenu skupinu i jedan ispitanik u skupinu pothranjenih ispitanika. Unato¢

tome Sto je najnizi unos mlijecnih proizvoda u pothranjenoj skupini njih ¢ak 60 % se
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izjasnilo da konzumira mlije¢ne proizvode s dodacima probiotika $to je ujedno najveci
postotak unutar ispitivanih skupina. Tek 40 % adekvatno uhranjenih te 23,5 % pretilih
konzumira mlijecne proizvode s dodacima probiotika (slika 15). Neznanje i nepoznavanje
probiotickog djelovanja moze biti razlog slabije konzumacije u nekih od ispitivanih
skupina (Al-Nabulsi i sur., 2015).
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Slika 15. a) prosjecan dnevni unos mlije¢nih proizvoda s obzirom na dob (*ruzi¢asto =
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DA

preporuka barem 500 ml/dan (Smjernice za odrasle osobe, 2002)), b) prikaz
koliko ispitanika (ne)konzumira mlijecne namirnice s dodatkom probiotika s

obzirom na stupanj uhranjenosti.

U skupini mesa i mesnih proizvoda poseban naglasak dan je na crvenom mesu koje je
bogato proteinima te vitaminima B skupine no njegov povecani unos povezuje se s

razli¢itim tipovima raka (Bouvardi sur., 2015), dijabetesom, kardiovaskularnim bolestima i
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sl. (Rouhani, i sur., 2014) pa se stoga treba pridrzavati prehrambenih preporuka. Smjernice
za odrasle osobe ne preporucuju unos crvenog mesa veci od 600 g/tjedno, odnosno na
dnevnoj bazi ne veci od 86 g. S obzirom na preporuke, sve tri promatrane skupine unose
vece koli¢ine crvenog mesa na dnevnoj bazi (slika 16), osobito pretila skupina ¢iji unos je
gotovo dvostruko veéi od preporuka (131,32 g/dan), Sto je u skladu s istrazivanjem na
srednjovjecnoj populaciji gdje se visi ITM povezuje s viSim unosom crvenog mesa (Shay i

sur., 2012).
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Slika 16. Prikaz prosje¢nog dnevnog unosa crvenog mesa i mesnih preradevina po
skupinama s obzirom na stupanj uhranjenosti (*ruzi¢asto = preporuka <86 g/dan

(Smjernice za odrasle osobe, 2002)).

Uz navedene skupine namirnica bitno je pratiti unos tekucine te komponenti hrane kao
Sto su sol, Secer te zasi¢ene masne kiseline. Voda ima mnogobrojne funkcije u organizmu
koje su klju¢ne za odrzavanje homeostaze, a neke od njih su: sudjelovanje u kemijskim
reakcijama bilo kao mediji ili kao reaktant, odrzavanje termoregulacije, prijenos hranjivih
tvari, ali i otpada te izgradnja organskih sustava (Jéquier i Constant, 2009). Prema
smjernicama za odrasle (2002) preporuceni dnevni unos tekucine je 1,5 do 2 L vode za
osobe s umjerenom aktivnos¢u. Unos tekucine u svih ispitanika u ovom istrazivanju nizi je
od preporuka. Prosje¢an dnevni unos ispitanika je 1077,29 L/dan, $to je 71,8 % minimalne
vrijednosti preporuke za unos vode. Gledano prema skupinama i spolu, zene unose vecu

koli¢inu tekucine (79,8 % preporuke) u odnosu na muskarce (48,5 % preporuke) pogotovo
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pretile zene (92,6 % preporuke) u odnosu na pretile muskarce (44,7 % preporuke). Osim
koli¢ine unosa bitno je napomenuti i vrstu tekucine koja se unosi. Ve¢ spomenuta voda
smatra se najboljim izborom, posebice ukoliko se promatra u odnosu na primjerice,
energetska pica, gazirani napitci ili vocéni sirupi Koji sadrze veliki udio Secera i
predstavljaju izvor praznih kalorija koje se povezuju s povecanim rizikom od pretilosti.
Istrazivanje na pretilim ispitanicima ukazalo je da zamjena unosa sokova bogatih Secerom S

vodom moze biti povezana s gubitkom tjelesne mase (Pan i sur., 2013).

Povecani unos soli moze dovesti do hipertenzije te kardiovaskularnih oboljenja.
Mogucéi put djelovanja ukljucuje autoimuni odgovor preko T,C stanica koja se povezuju sa
crijevnom mikrobiotom. Utjecaj veceg unosa soli na crijevnu mikrobiotu nije dovoljno
istrazen medutim istrazivanja na Zivotinjama te pilot studija na ljudima ukazala je na
njihovu moguéu vezu, jer je povecanje unos soli u ljudi izazivao smanjenje Lactobacilus
spp. u crijevima (Wilck i sur., 2017). Na pitanje dosoljavaju li ispitanici hranu utvrdeno je
da vecina pothranjenih (53,8 %), adekvatno uhranjenih (80,0 %) i pretilih (76,4 %) ne
dosoljava, medutim analizom unosa Na" utvrdeno je da sve skupine unose veée koli¢ine od
preporu¢enog unosa koji iznosi 1,5 g/dan (USDA, 2007) s§to je prikazano na slici 17.
Najveci unos soli u pretiloj populaciji mogao bi potkrijepiti pretpostavku da sol povecava
rizik od pretilost (Ma i sur., 2015).
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Slika 17. Prikaz prosje¢nog unosa natrija s obzirom na ITM (*ruzi¢asto=USDA preporuka

za dnevni unos (DRI-1,5 mg/dan).
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Unos Secera u ispitanika prikazan je na slici 18. Analizom trodnevnih dnevnika
prehrane razdijeljen je unos slastica i dodanog Secera. Najvise slastica unose adekvatno
uhranjeni ispitanici (52,93 g/dan), a dodani Secer najvise unose pothranjeni ispitanici (8,59
g/dan). S obzirom da se veéi unos Secera povezuje s ve¢om pojavnoScu pretilosti (Bray i

Popkin, 2014) ovo nije ocekivani rezultat.
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Slika 18. Prikaz prosjecnog dnevnog unosa slastica naspram konzumnog Secera kod

ispitanika s obzirom na stupanj uhranjenosti.

U ukupnom unosu masti vazno je uzeti u obzir postotak pojedinih vrsta masnih
kiselina. Dok se mononezasi¢ene masne kiseline (MUFA, engl. Monounsaturated Fats) i
polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA, engl. Polyunsaturated Fats) povezuju s pozitivnim
u¢inkom na zdravlje, za unos zasi¢enih masnih kiselina (SFA, engl. Saturated Fats) se
preporucuje unos nizi od 10% ukupnog energetskog unosa. Udio pojedinih masnih kiselina
u njihovom ukupnom unosu prikazan je na slici 19 iz ¢ega je vidljivo da nema znacajne
razlike u unosu razli¢itih vrsta masnih kiselina izmedu skupina s obzirom na stupanj
uhranjenosti. Sve skupine unosile su SFA vise nego Sto se preporucuje (pretili 15%
ukupnog energetskog unosa, adekvatno uhranjeni 14 %, pothranjeni 13 %), Sto je

karakteristika zapadnjackog tipa prehrane.
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* SFA — zasi¢ene masne kiseline; MUFA — mononnezasic¢ene masne kiseline; PUFA — polinezasic¢ene masne kiseline

Slika 19. Udio masnih kiselina u ukupnom dnevnom unosu masti u ispitanika s obzirom na

stupanj uhranjenosti.

,Brza hrana“ ima veliku energetsku gusto¢u pa se ¢e$¢i unos povezuje s pojavom
pretilosti. Istrazivanje navika unosa brze hrane u americkoj populaciji potvrdila je kako
¢es¢a konzumacija brze hrane utjeCe na povecanje tjelesne mase (Pereira i sur., 2005).
Analiziranjem ucestalosti konzumacije brze hrane prikupljene upitnikom, zamijeceno je
kako ispitanici pretezno konzumiraju brzu hranu (75 %). Ispitanici koji konzumiraju brzu
hranu najcesce je konzumiraju 1-3x mjese¢no, a to se pogotovo odnosi na adekvatno
uhranjene ispitanike (¢ak 60 %). U pretiloj skupini 76,5 % ispitanika konzumira brzu
hranu, no nije zamijeéena karakteristicna ucestalost kozumacije brze hrane veé je
definirana pojedinacnom preferencijom. Od ispitanika koji ne kozumiraju brzu hranu, 21 %

su pothranjeni i 22 % pretili te 30 % adekvatno uhranjeni ispitanici (slika 20).
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Slika 20. Ucestalost konzumacije brze hrane na mjese¢noj razini U ispitanika prikazano

prema stupnju uhranjenosti.

lako se prehrambene navike svih skupina ispitanika ne razlikuju mnogo, generalno
prehrana ispitanika ima znacajke zapadnjacke prehrane za koju se pokazalo da utjece sa
sastav crijevne mikrobiote, a neznatne razlike u prehrani izmedu pojedinaca te ostalih

ispitanika moglo bi se povezati s razlikom u sastavu crijevne mikrobiote.
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4.3. PODACI DOBIVENI ANALIZOM CRIJEVNE MIKROBIOTE

Crijevnu mikrobiotu karakterizira velika bioraznolikost mikroorganizama. Do sada su
priznata 52 koljena bakterija od kojih pet do sedam koljena nastanjuju gastrointestinalni
trakt sisavaca. Opcenito, koljena Firmicutes i Bacteroidetes dominiraju u crijevima
mikrobioloskih  zajednica, dok su ¢lanovi  Proteobacteria,  Actinobacteria,
Verrucomicrobia rijede prisutni (Shin i sur., 2015). Taksonomski sastav crijevne
mikrobiote ispitanika prikazan je na slici 21 u obliku stupcastog dijagrama iz Cega je
vidljiv taksonomski sastav mikrobiote za svaki uzorak na odabranom taksonomskom
nivou reda, Sto ukazuje na kompleksnost i razli¢itost sastava crijevne mikrobiote svakog
pojedinca. Taksonomska klasifikacija dobivena je poravnavanjem reprezentativne
sekvence svakog OTU-a s Greengenes 16S rRNA bazom podataka.
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Slika 21. Taksonomska raznolikost crijevne mikrobiote na nivou reda dobivena analizom
uzoraka stolice (ispitanici pod $ifrom 100- su pretili; 200- Adekvatno uhranjeni;
300- pothranjeni).
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Na slici 22 prikazan je udio najzastupljenijih koljena Firmicutes i Bacteroidetes te
ostalih koljena bakterija u ukupnom bakterijskom sastavu crijevne mikrobiote kod skupina
ispitanika s razliCitim stupnjem uhranjenosti. U pothranjenoj skupini zamijeen je veéi
udio koljena Bacteroidetes (38,5 %) u usporedbi s adekvatno uhranjenom (27,1 %) te
pothranjenom skupinom (25,4 %). Kako se stupanj uhranjenosti u literaturi povezuje s
razlikom u omjeru koljena Firmicutes/Bacteroidetes, za svaku skupinu je izracunat
prosjecan omjer navedenih koljena. Najvec¢i omjer Firmicutes/Bacteroidetes je u pretilih
ispitanika (prosje¢na vrijednost omjera = 2,32) potom u skupini adekvatno uhranjenih
ispitanika (prosjec¢na vrijednost omjera = 2,13), a najmanji omjer je kod pothranjenih
ispitanika (prosjec¢na vrijednost omjera = 1,59). Istrazivanje na Ukrainskoj populaciji
pokazalo je slicne rezultate, gdje je takoder zamijecen ve¢i omjer Koljena
Firmicutes/Bacteroidetes kod ispitanika s vi§im stupnjem uhranjenosti (Koliada i sur.,
2017).

Pothranjeni ispitanici Adekvatno uhranjeni Pretili ispitanici
ispitanici

= ostala koljena

= koljeno
Firmicutes

= koljeno
Bacteroidetes

Slika 22. Udio Firmicutes, Bacteroidetes i ostalih koljena bakterija u skupina ispitanika s

razli¢itim stupnjem uhranjenosti.

Od genomickih analiza promatrani su jo§ alfa i beta raznolikost. Alfa raznolikost
opisuje bogatstvo vrsta unutar pojedinog uzorka, odnosno broj vrsta u svakom pojedinom
uzorku. Za odredivanje raznolikosti vrsta primijenjen je Shannonov indeks raznolikost
koji se bazira na odnosu broja vrsta i njihove zastupljenosti (relativne brojnosti) u uzorku.
Alfa raznolikosti prikazana je pomocu regresijskih krivulja na slikama 23-26. Na
krivuljama je prikazana ovisnost Shannovog indeksa o broju sekvenci koje su koristene da
bi se procijenio broja vrsta. Veca vrijednost Shannonovog indeksa upucuje na veci broj

vrsta u uzorku.
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Pomoc¢u alfa raznolikosti ispitivan je utjecaj unosa makronutrijenata; ugljikohidrata,
proteina, masti te vlakana na raznolikost crijevne mikrobiote pojedinog ispitanika.
Rarefakcijske krivulje uzoraka grupiranih na osnovu unosa ugljikohidrata i masti nisu
pokazale razliku izmedu raznolikosti vrsta u pothranjenih, adekvatno uhranjenih i pretilih

pojedinaca s$to se moze vidjeti na slikama 23 1 24.

= @ premalo
= 0 adekvatno
= @ znaajno malo
= ekstrz malo
0 1:‘: EIIII SﬂlﬂU 10000 'E%II 14‘]00 13:’!00 'I‘DDD ZI{II
dubina sekvenciranja
Slika 23. Prikaz rarefrakcijskih krivulja u ovisnosti o unosu ugljikohidrata.
= m @ previse

= ( dosta previde
m @ ckstra previte

shannon

4000 000 SUIUU 14:100 15500 ':‘DDD 20000

dubina -s-e-lwenciranj;; -
Slika 24. Prikaz rarefakcijskih krivulja u ovisnosti o0 unosu masti.
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Kod rarefakcijskih krivulja unosa proteina zamije¢ene su razlike u raznolikosti
crijevne mikrobiote u pojedinaca s razli¢itim unosom proteina. Kod jednog ispitanika ¢iji
je unos proteina bio nizi od preporuke (<10 % od ukupnog energetskog unosa) zamijecen
je nizi Shannonov indeks (6,0), dok u pojedinaca s adekvatnim unosom i vi§im unosom
proteina (>10% od ukupnog energetskog unosa) Shannonov indeks je iznosio oko 7,0
(slika 25). Takoder, rarefakcijske krivulje uzoraka grupiranih na osnovu unosa vlakana
pokazale su razli¢itu raznolikost vrsta crijevne mikrobiote u ispitanika s ve¢im unosom
vlakana (19,48 g na 1000 kcal dnevno) i najve¢im unosom (27,11g na 1000 kcal dnevno)
u odnosu na ostale ispitanike s nizim te adekvatnim unosom vlakana (od minimalnog
unosa od 3,88 g do 17,25 g vlakana na 1000 kcal). Ispitanik s ve¢im unosom vlakana imao
je nizu raznolikost vrsta u odnosu na ostale ispitanike (Shannonov indeks = 6). Isti
ispitanik izdvojen je kod rarefakcijski krivulja grupiranih na osnovu unosa proteina.
Izdvajanje ispitanika u oba slu¢aja vezana su uz energetski unos koji je dvostruko nizi od
preporuka (1105,45 kcal) §to ukazuje opcenito na nedovoljni unos hrane. Najveci unos
vlakana, koji je gotovo dvostruko veci od preporuke, imao je samo jedan ispitanik sa
Shannonovim indeksom od 7,3. Njegova prehrana karakteristi¢na je po visokom unosu
voca i povréa (220,5% od preporuke) te visokom udjelu cjelovitih Zitarica u ukupnom
unosu zitarica (53,5% unosa zitarica su cjelovite zitarice). Rezultat je u skladu s
Istrazivanjem prehrane i crijevne mikrobiote u Africke i Europske djece. U africke djece,
¢ija prehrana je imala visi unos prehrambenih vlakana, zabiljeZena je veca bioraznolikost

vrsta fekalne mikrobiote. (De Filippo i sur., 2010).
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Slika 25. Prikaz rarefakcijskih krivulja u ovisnosti o unosu proteina.
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Slika 26. Prikaz rarefakcijskih krivulja u ovisnosti o unosu

kcal.
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Beta raznolikost predstavlja raznolikost izmedu uzoraka uklju¢enih u analizu. Za
usporedbu sastava mikrobiote izmedu svih uzoraka izabrana je osnovna Koordinatna
analiza (,,Principal Coordinates Analysis“ - PCoA). PCoA metoda smjeSta uzorke u
trodimenzionalni okvir na temelju udaljenosti koja je odredena metrikom, §to je vidljivo
na slici 27. Kod UniFrac metrike, koja je koriStena u ovom radu, razlikuje se teZinska i
netezinska UniFrac metrika. Tezinska UniFrac metrika je kvantitativna metrika koja
obuhvaca prisutnost i zastupljenost samih taksonomskih grupa, dok je netezinska UniFrac
metrika kvalitativna metrika te uzima u obzir samo prisutnost ili odsutnost taksonomskih
grupa. Na osnovu rezultata beta raznolikosti dobivenih tezinskom Unifrac metrikom
vidljivo ja da sastav i zastupljenost razli¢itih mikrobnih vrsta ne omogucava razdvajanje

promatranih uzoraka na osnovu ITM-a.

Slika 27. Beta raznolikost crijevne mikrobiote ispitanika prikazana tezinskom UniFrac
metrikom (plavi krugovi = pothranjeni ispitanici, narancastii krugovi =

adekvatno uhranjeni ispitanici, crveni krugovi = pretili ispitanici).
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Analiza prehrane nije pokazala specifi¢nost u unosu energije, makronutrijenata te
promatranih skupina namirnica, izuzev mlijeka i mlije¢nih proizvoda, kojima bi se
objasnilo izdvajanje pojedinih uzoraka, no analiza sastava mikrobiote ukazala je na razlike

u sastavu izmedu ispitanika.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja te analize rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Pretili, adekvatno uhranjeni te pothranjeni ispitanici mlade zivotne dobi nemaju
statistiCki znacajnu razliku u unosu energije, makronutrijenata i prehrambenih vlakana

procijenjenu trodnevnim dnevnikom prehrane.

2. Usporedbom s hrvatskim prehrambenim preporukama utvrdeno je da ispitanici svih
promatranih skupina unose nedovoljno ugljikohidrata, visak masti te adekvatnu

koli¢inu proteina.

3. Izmedu skupina pothranjenih, adekvatno uhranjenih te pretilih ispitanika nije
zamijeCena statisticki znacajna razlika u prosjeénom unosu skupina: voce i povrée
(g/dan); zitarice (g/dan); meso i mesni proizvodi (g/dan); masti i ulja (g/dan); te u
unosu ukupne tekuéine (L/dan). Jedina statisticki znaCajna razlika (p=0,046)
zamijecena je u prosjecnom dnevnom unosu mlijeka i mlije¢nih proizvoda (mL/dan)

izmedu skupina, gdje pothranjeni znacajno prednjace.

4. Uzimaju¢i u obzir hrvatske Smjernice za odrasle, jedina zadovoljena preporuka je
dovoljan unos voca i povréa u pothranjenih te adekvatno uhranjenih ispitanika; prema
svim ostalim preporukama ispitanici unose premalo (hamirnice koje blagotvorno utje¢u
na organizam, npr. cjelovite Zitarice, mlije¢ni proizvodi 1 sl.) ili u suvisku (namirnice
koje se povezuju s rizikom za razvoj kroni¢nih oboljenja, npr. crveno meso, zasic¢ene
masti) Sto ukazuje na neadekvatnost prehrambenih navika u mladoj populaciji bez

obzira na stupanj uhranjenosti.

5. Budu¢i da ispitanici, promatrajuci stupanj uhranjenosti, ne provode razliite obrasce
prehrane i nemaju znacajno razli¢ite prehrambene navike, koji bi potencijalno mogli
utjecati na sastav crijevne mikrobiote, nije pronadena poveznica izmedu prehrane i
sastava crijevne mikrobiote u ispitanika mlade Zivotne dobi s obzirom na stupanj

uhranjenosti.

6. U sastavu crijevne mikrobiote izmedu ispitivanih skupina utvrdena je razlika u omjeru
Firmicutes/Bacteroidetes pri ¢emu su pretili ispitanici imali vi$i udio Firmicutes u

odnosu na Bacteroidetes.

Potreban je veci broj ispitanika s ve¢im razlikama u prehrani kako bi se utvrdio statisticki
znacajniji utjecaj prehrane na sastav crijevne mikrobiote zdravih osoba.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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