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1. UVOD

Covjek je superorganizam Kkoji funkcionira u skladu s trilijunima simbiotskih bakterija i
eukariotskih stanica (Adak i Khan, 2019). Ljudski organizam kolonizira znatan broj
mikroorganizama koji se nalaze na samoj povr$ini i unutar organizma te teze vise od 1 kg.
Vecina mikroorganizama se nalazi unutar gastrointestinalnog trakta tvore¢i takozvanu crijevnu
mikrobiotu. Sastav crijevne mikrobiote je pod utjecajem brojnih ¢imbenika, no kod zdravih
pojedinaca je relativno stabilan. Njome dominiraju bakterijske vrste iz koljena Firmicutes i
Bacteroidetes. Istrazivanja su pokazala da crijevna mikrobiota ima brojne uloge u ljudskom
organizmu, no medu najvaznijima se isti¢e rast i razvoj imuniteta te regulacija nekoliko

temeljnih metabolickih puteva (Singh i sur., 2017; Bibbo i sur., 2016).

Disbioza crijevne mikrobiote se definira kao promjena u koli¢ini 1 funkeciji crijevnih
mikroorganizama te je povezana s etiologijom kroni¢nih nezaraznih bolesti: u rasponu od
kardiovaskularnih, neuroloskih, respiratornih i metabolic¢kih bolesti poput pretilosti sve do raka
(liano i sur., 2020). S obzirom na to da je jedan od vodecih javnozdravstvenih problema
danaSnjice upravo pretilost, istrazivanja ukazuju na moguce razlike u sastavu crijevne
mikrobiote s obzirom na stupanj uhranjenosti. Cini se da je disbioza kod pretilih osoba upravo
povezana s povecanjem bakterijskih koljena Firmicutes i roda Clostridium u odnosu na
Bacteroidetes (Gomes i sur., 2018).

Pretilost, prehrana i crijevna mikrobiota su u medusobnoj vezi, a sve je vise dokaza da tjelesna
aktivnost ima znacajan utjecaj na crijevnu mikrobiotu. Tjelesna aktivnost potice promjene u
sastavu mikrobiote crijeva te podrzava protuupalno stanje organizma. Takoder promjene koje
se dogadaju uslijed tjelesne aktivnosti mogu utjecati na energijsku bilancu samog organizma
ili pak utjecati na os crijeva - mozak. Doprinos tjelesne aktivnosti crijevnoj mikrobioti covjeka
moze ukljucivati nekoliko mehanizama poput moduliranja imunoloSkog odgovora ili utjecaja

na proizvodnju metabolita crijevne mikrobiote (Shahar i sur., 2020).

Cilj ovog rada je bio utvrditi povezanost izmedu tjelesne aktivnosti i sastava crijevne
mikrobiote u ispitanika mlade zivotne dobi, koji su bili podijeljeni u skupine s obzirom na

stupanj uhranjenosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Mikrobiota je pojam koji se odnosi na znatan broj mikroorganizama koji koloniziraju odredeno
mjesto u ljudskom organizmu i ukljucuje ne samo bakterije ve¢ i druge mikrobe kao §to su
gljive, arheje, virusi i protozoe (Sekirov i sur., 2010). Bakterije su glavna sastavnica zdrave
ljudske mikrobiote te se smatra da oko 99 % mikrobioma ¢ine bakterijski geni (Antal i sur.,
2019). Lederberg i McCray su dali prvu definiciju mikrobiote naglasavaju¢i vaznost
mikroorganizama koji nastanjuju ljudski organizam (2001). Mikrobiom je pojam koji se odnosi
na cijelo staniste, ukljucuju¢i mikroorganizme, njihove genome (tj. gene) i okoliSne ¢imbenike
(Marchesi i Ravel, 2015). Mikrobne zajednice se mogu nac¢i na svakom dijelu ljudskog
organizma, medutim raznolikost mikrobiote odredenog podru¢ja ovisi o odredenom stanju
okolisa. Na tim mjestima ¢e prevladavati samo mikrobi koji mogu rasti pod uvjetima Koji
karakteriziraju sam okoli§ (Schwiertz, 2016). Tako se ljudski mikrobiom sastoji od brojnih
mikrobiota koje se mogu naéi na kozi, u ustima, nosu, usima, vagini i U crijevnom traktu (Li,
2014).

Crijevna mikrobiota se definira kao kompleksna bakterijska zajednica koja se nalazi unutar
gastrointestinalnog trakta koji, od usta do anusa, tvori 9 metara dugu cijev s procijenjenom
povrsinom izmedu 25 i 400 m?, §to odgovara povrsini teniskog terena (Strandwitz, 2018;
Lutgendorff i sur., 2008). Procjenjuje se da broj mikroorganizama koji nastanjuju
gastrointestinalni trakt premaguje 10%* i odgovara priblizno broju tjelesnih stanica, za razliku
od prijasnjih istrazivanja koje su tvrdile da je taj omjer bio 10:1 u korist tjelesnih stanica
(Thursby i Juge, 2017; Sender i sur., 2016).

Sastav crijevne mikrobiote se uvelike razlikuje izmedu pojedinaca, a ta se razlicitost ¢esto
povezuje s prehranom, starosnom dobi, spolom, indeksom tjelesne mase i bolestima (Brooks i
sur., 2018). Nadalje, zemljopisna lokacija i socioekonomski status utje¢u na formiranje
mikrobiote (Kriss i sur., 2018). Studije su pokazale da je mikrobiota dugoro¢no stabilna ako na
nju ne djeluju potencijalni negativni ometajuéi faktori (npr. uporaba antibiotika, restrikcijske
dijete ili putovanja), odnosno da se tijekom godina mijenja samo njihova brojnost, ali ne i
prisutnost specificnih mikrobnih vrsta (Rajili¢c-Stojanovi¢ i sur., 2012). Takoder, na sastav

same crijevne mikrobiote mogu utjecati brojni parametri iz okoli$a, poput pH, koncentracije



kisika (redoks stanja), dostupnosti hranjivih sastojaka, aktivnosti vode te temperature (Milani
i sur., 2017).

Uloga crijevne mikrobiote u odrzavanju normalne funkcije crijeva je ve¢ dugo poznata, N0 Sve
je vise znanstvenih dokaza o njezinom utjecaju na druge organske sustave koji su djelomicno
ili potpuno povezani s probavom i probavnim organima. Neka istrazivanja pokazala su korisne
funkcije normalne crijevne mikrobiote na zdravlje sve do genske razine pa se 0 njoj govori kao

0 ,,zaboravljenom organu®, ,,drugom mozgu“ i slicno (Bokan i Hauser, 2018).
2.1.1. Bioraznolikost crijevne mikrobiote

lako je toCan sastav crijevne mikrobiote jo$ uvijek otvoreno pitanje, nedavni napredak
metagenomske tehnologije dale su nove informacije. U ljudskom gastrointestinalnom sustavu
zivi 1012 do 10* mikroorganizama, od ¢ega je vise od 1000 vrsta i preko 7000 sojeva, veé¢inom

iz 14 ,,glavnih“ rodova (Wiley i sur., 2017).

Mikrobiota je taksonomski klasificirana prema vrsti, rodu, obitelji, redu, razredu i koljenu.
Veéina mikroorganizama U gastrointestinalnom traktu su anaerobi te pripadaju koljenima:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria. Fusobacteria i Verrucomicrobia, s
time da koljena Firmicutes i Bacteroidetes predstavljaju 90 % mikrobiote crijeva. Koljeno
Firmicutes (64 % crijevne mikrobiote) sastoji se od vise od 200 razli¢itih rodova poput
Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus i Ruminicoccus. Rod Clostridium
predstavlja 95 % koljena Firmicutes. Dominantni rodovi u koljenu Bacteroidetes (23 %
crijevne mikrobiote) su Bacteroides i Prevotella. Po zastupljeno$¢u zatim slijedi koljeno
Proteobacteria s 8 % i Actinobacteria s 3 %, u kojem je uglavhom zastupljen rod
Bifidobacterium. Manje od 1 % crijevne mikrobiote ¢ini koljena Verrucomicrobia,

Cyanobacteria i Fusobacteria (Rinninella i sur., 2019; Suskovié¢ i Kos, 2017).

Op¢i profil crijevne mikrobiote ostaje konstantan, no ona pokazuje vremenske i prostorne
razlike u raspodijeli na razini roda i izvan njega. Distalno iz jednjaka do rektuma, vidljiva je
razlika u raznolikosti i broju bakterija u rasponu od 10* g sadrzaja u jednjaku i Zelucu do 10*2
g sadrzaja u debelom crijevu (Bokan i Hauser, 2018). Gornji dio gastrointestinalnog trakta
ima nizi pH, visu koncentraciju kisika i antimikrobnih lijekova te takvi uvjeti omogucuju
prezivljavanje samo brzo rastucih fakultativnih anaeroba, za razliku od donjeg dijela trakta gdje

prevladavaju vece koncentracije anaeroba koji mogu iskoristiti slozene ugljikohidrate.



Fakultativni anaerobi dominiraju tankim crijevom tako $to mogu podnijeti uvjete niskog pH,
zuénih kiselina i prisutnost enzima gusterace te se uz to ucinkovito natjecati za jednostavne
ugljikohidrate koji su dostupni u ovom dijelu gastrointestinalnog trakta (Donaldson i sur.,
2016). Zonu prijelaza iz pretezito aecrobnih u anaerobne bakterije predstavlja terminalni ileum
(DiBaise i sur., 2008). Sastav i koncentracije dominantnih mikrobnih vrsta u pojedinim

dijelovima gastrointestinalnog trakta prikazani su na slici 1.
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Slika 1. Sastav i koncentracije dominantnih mikrobnih vrsta u pojedinim dijelovima
gastrointestinalnog trakta (Sartor, 2008)

Mikroorganizmi iz crijeva se mogu izolirati iz uzorka stolice ili iz uzorka biopsije. Uzorak
stolice sadrzava bakterije koje se nalaze u lumenu crijeva dok uzorak biopsije sadrzava
bakterije koje se nalaze u mukoznom sloju. Uzorak mikroba iz lumena najéesée sadrzi vrste
kao $to su Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Clostridium, Lactobacillus i Ruminococcus. Dok su najée$¢i mikroorganizmi prisutni u
mukoznom sloju Clostridium, Lactobacillus i Enterococcus. 1z navedenog se moze vidjeti da
je u lumenu prisutan veéi broj rodova te da broj i vrsta prisutnih mikroorganizama ovise o
smjestaju u probavnom sustavu. Osim tih rodova, ljudsko debelo crijevo takoder ima primarne
patogene, npr. vrste poput Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Vibrio cholerae,

Escherichia coli i Bacteroides fragilis, ali s niskim obiljem (0,1 % ili manje cjelokupnog
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mikrobioma crijeva). Streptococcus se ¢ini dominantnim rodom u distalnom jednjaku,
duodenumu i jejunumu. Helicobacter pylori dominantna je vrsta prisutna u zelucu i odreduje
cijeli mikrobioloski krajolik Zelucane flore, a tu Se nalaze jo§ i bakterije iz rodova

Streptococcus, Prevotella, Veillonella i Rothia (Bokan i Hauser, 2018; Donaldson i sur., 2016).

Konzorcij MetaHIT (engl. Metagenomics Of The Human Intestinal Tract) je predlozio na¢in
klasifikacije crijevne mikroflore, koji se temelji na specificnom sastavu mikrobiote. Mikrobiota
crijeva svakog pojedinca posebno je karakterizirana grupama bakterija koje su nazvane
enterotipovi. Te su grupe dobro uravnotezeni simbiotski sustav domacin — mikrob koji ne
uzima u obzir dob, spol, geografsko podrijetlo ili tjelesnu tezinu, a medusobno se razlikuju po
sastavu i dominantnoj ulozi pojedinih bakterijskih rodova. Tri enterotipa karakteriziraju tri
dominantne skupine bakterija: enterotip 1, koji sadrzava veliki broj bakterija iz roda
Bacteroides, enterotip 2, koji sadrzava ve¢inom bakterije iz roda Prevotella i enterotip 3, koji
sadrzava bakterije iz roda Ruminococcus (Rinninella i sur., 2019; Jandhyala i sur., 2015).
Bakterije koje pripadaju enterotipu 1 energiju dobivaju prvenstveno iz ugljikohidrata i proteina
glikolizom 1 pentoza fosfatnim putem te sadrze gene koji kodiraju enzime: proteaze,
heksoaminidaze i galaktozidaze. U enterotipu 2, bakterije uglavnom razgraduju glikoproteine
koji se nalaze u mukoznom sloju crijeva. Najéesc¢i, enterotip 3, sadrzi bakterije koje mogu
razgraditi mucin i obogacen je membranskim transporterima, koji uglavnom prenose Secere,
Sto ukazuje na ucinkovito vezanje mucina i njegovu naknadnu hidrolizu kao i unos nastalih
jednostavnih Secera. Enterotipovi imaju i druge specificne metabolicke funkcije. Sinteza
biotina, riboflavina, pantotenata i askorbata ceS¢e je prisutna kod enterotipa 1, dok sinteza
tiamina i folata prevladava u enterotipu 2. Takoder se €ini da su enterotipovi uglavnom
definirani prema prehrambenim navikama pojedinca (Rinninella i sur., 2019; Jandhyala i sur.,
2015; Arumugam i sur., 2011). Postojanje navedenih enterotipova ukazuje na to da postoji
ograni¢eni broj uravnoteZenih simbiotskih stanja izmedu ljudskog organizma i njegove
mikrobiote (Arumugam i sur., 2011). lako klasifikacija crijevnog mikrobioma u zasebne
enterotipove predstavlja dobar alat za povezivanje odredenih bolesti s mikrobiotom, potrebne
su daljnje studije da bi se to potvrdilo. Osim enterotipova u obzir se mora uzeti metabolicki
kapacitet crijevnih mikroba, potencijalni uzroci nastanka takvih enterotipova, ostali mikrobi
koji su povezani s odredenim enterotipom 1 da li enterotip uzrokuje bolest ili samo povecava
rizik od nastanka bolesti (Cani i sur., 2021). Enterotipovi u ljudskoj mikrobioti i njihove
filogenetske razlike prikazani su na slici 2.
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Slika 2. Enterotipovi u ljudskoj mikrobioti i njihove filogenetske razlike (Arumugam i sur.,
2011)

2.1.2. Razvoj crijevne mikrobiote i ¢imbenici koji na njega utjecu

Mikrobiota je sastavljena od zna¢ajnog broja razlicitih bakterija, otprilike 160 vrsta po osobi
po fekalnom uzorku te ovaj ekosustav ima znaéajnu ulogu u ljudskom zdravlju (Rodriguez i
sur., 2015). Nekoliko ¢imbenika ima kljuéne uloge u oblikovanju normalne crijevne
mikrobiote. To su: nacin porodaja (vaginalni ili carski rez), prehrana tijekom dojenacke dobi
(hranjenje majéinim mlijekom ili adaptiranim mlijekom) i u odrasloj dobi (svejedi ili
vegetarijanci), okolisni faktori te upotreba antibiotika (Jandhyala i sur., 2015). Prije se
vjerovalo da je gastrointestinalni sustav djeteta prilikom rodenja sterilan, odnosno da proces
kolonizacije zapocinje tek kada dijete dode u doticaj s bakterijama iz okolisa, prolaskom kroz
porodajni kanal, te u doticaju s maj¢inim fekalnim bakterijama (Edwards i Parrett, 2002).
Medutim, kolonizacija gastrointestinalnog trakta, prema novim spoznajama, zapocinje ve¢ in
utero. To se moze potvrditi ¢injenicom da je prisutnost mikroba pronadena u posteljici,
pupkovini, plodnoj vodi i mekoniju (Collado i sur., 2016). Pretpostavlja se da fetus zapocinje
kolonizaciju gastrointestinalnog trakta tako Sto guta amnionsku tekucinu i njezine bakterije
unutar maternice. Mekonij, prvi uzorak stolice dojencadi, takoder sadrzi mikroorganizme, ali
pokazuje znacajno drugaciji sastav od onog Koji je dobiven nakon prvog tjedna zivota gdje se

moze Vvidjeti normalna kolonizacija crijeva tijekom fetalnog razvoja (Cresci i Bawden, 2015).
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Prikaz kako se ljudski mikrobiom susrece s ekologijom prikazan je na slici 3.
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Slika 3. Prikaz kako se ljudski mikrobiom susrece s ekologijom (prilagodeno prema
Gonzalez i sur., 2011)

Inicijalna mikrobna zajednica se sastoji od mikroorganizama kojima je novorodence direktno
izlozeno: za djecu rodenu vaginalnim porodom, maj¢ina vagina sluzi kao izvor inicijalno
koloniziraju¢ih bakterija, a za djecu rodenu carskim rezom, ruke koje dodiruju dijete
(mikrobiota koze) su dominantan izvor (Spor i sur., 2011). Novorodencad koja je rodena
vaginalnim putem ima vecu raznolikost mikrobiote Sto se smatra povoljnim jer se slaba
raznolikost povezuje s razvojem upalne bolesti crijeva i pretilosti u odraslom Zivotu. Nadalje,
mikrobiotom novorodenc¢adi rodene vaginalno dominiraju bakterije iz roda Lactobacillus,
Prevotella i Sneathia spp., dok mikrobiotom novorodenéadi rodene carskim rezom bakterije iz
roda Staphylococcus, koje imaju patogeni potencijal, Corynebacteria i Propionibacterium spp.
Kod novorodencadi stare mjesec dana i rodene vaginalnim putem broj bakterija rodova
Bifidobacterium je bio 1300 puta veé¢i nego kod novorodencadi rodene carskim rezom
(Nicholson i sur., 2012; Huurre i sur., 2008).

Rast 1 razvoj snazne crijevne mikrobiote vazni su za razvitak imunoloskog sustava koji se
nastavlja tijekom dojenja. Maj¢ino mlijeko je optimalna hrana za dojence jer odgovara svim
prehrambenim i fiziolo§kim potrebama, sadrzi ugljikohidrate, proteine i masti, imunoglobuline

I endokanabinoide. Maj¢ino mlijeko nije sterilno, sadrzi vise od 600 razlicitih vrsta bakterija.



Oligosaharidi prisutni u maj¢inom mlijeku, Sluze kao prebiotici i poti¢u rast rodova
bakterija Lactobacillus i Bifidobacterium, koji dominiraju u gastrointestinalnom sustavu
dojencadi te se samim time moZe ojacati ili potaknuti razvoj imunoloSkog sustava te pomo¢i u
prevenciji stanja poput ekcema i astme. Prehrambene navike utjeu na raznolikost mikrobiota
kroz ¢itav zivot. Do znacajne promjene u populaciji crijevne mikrobiote dolazi kada dojenc¢ad
prelazi na ¢vrS¢u i raznovrsniju prehranu te je to popraceno kolonizacijom Bacteroides i
Clostridium spp. Potrebna je velika raznolikost mikroorganizama da bi se iskoristila mnoga
vlakna i drugi hranjivi sastojci prisutni u prehrani odraslih (Conlon i Bird, 2015; Cresci i
Bawden, 2015). Do navrsene treCe godine Zivota, crijevna mikrobiota u djeteta poprima

stabilnost i sastav koji 40-60 % nalikuje onom u odraslih osoba (Hollister i sur., 2014).

Tijekom dojenja, mikrobna zajednica razvija se brzo; promjena raznolikosti mikroorganizama
javlja se tijekom djetinjstva i odrasle dobi, dok u starosti dolazi do smanjenja broja
Bacteroidetes vrsta i povecanja Firmicutes vrsta (Nicholson i sur., 2012). Istrazivanja su
pokazala da vegani i vegetarijanci imaju znacajno veci broj bakterija iz roda Bacteroidetes u
odnosu na svejede. Vlakna, odnosno neprobavljivi ugljikohidrati koje se nalaze iskljuéivo u
biljkama, doprinose porastu broja bakterija mlije¢ne kiseline, dok polifenoli povecéavaju broj
Bifidobacterium i Lactobacillus koji pruzaju antipatogene i protuupalne ucinke te
kardiovaskularnu zastitu. Visok udio vlakana potic¢e rast vrsta koje fermentacijom daju
metabolite kratko lan¢anih masnih kiselina (engl. Short-Chain Fatty Acids, SCFA) (acetat,
propionat i butirat) (Tomova i sur., 2019). Mikrobiom starije populacije (> 65 godina starosti)
pokazuje vece interindividualne varijacije u usporedbi s mladom odraslom populacijom. To
istrazivanje je ukazalo na povezanost crijevne mikrobiote s prehranom te Zivotom u zajednici
(obitelj, dom za starije osobe). Starije osobe imaju razli¢itu i manju raznolikost mikrobiota u
usporedbi s mladom populacijom (Claesson i sur., 2012). Cimbenici Zivotnog stila, pusenje i
nedostatak tjelesne aktivnosti mogu znacajno utjecati na debelo crijevo i potencijalno na
crijevnu mikrobiotu ¢ime postaju ¢imbenici rizika kolorektalnog karcinoma. Stres, jos jedan
od ¢imbenika zivotnog stila, dokazano smanjuje koncentraciju bakterija roda Lactobacillus
(Conlon i Bird, 2015).

2.1.3. Funkcije crijevne mikrobiote u ljudskom organizmu

Nedavna istrazivanja su otkrila da mikrobiota komunicira s domac¢inom kroz ¢etiri mehanizma:
normalna mikrobiota djeluje kao barijera protiv patogena; drugo, kao modulator propusnosti

sluznice domacina; trec¢e, kao modulator dobivanja energije i njezine metabolicke upotrebe
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kroz konzumiranu hranu; i na kraju, kao modulator imunolo$kog sustava. Promjena sastava

normalne mikrobiote povecava predispoziciju za nastajanje bolesti (Aurora i Sanford, 2015).

Mikrobiota sudjeluje u regulaciji metabolizma ugljikohidrata, proteina, masti i zuci, u
razgradnji toksina i neprobavljivih sastojaka hrane, proizvodnji vitamina i SCFA te se
djelovanje mikrobiote u ovoj sferi zasniva na luCenju vlastitih enzima, utjecaju na domacinove
enzime i na fermentaciji te se to smatra njezinom metaboli¢kom ulogom (Antal i sur., 2019;
Ramakrishna, 2013). Pokazalo se da crijevna mikrobiota pozitivno utje¢e na metabolizam
masti supresijom inhibicije lipoprotein lipaze u adipocitima. Takoder, crijevna mikrobiota
metabolizira proteine koji funkcioniraju putem mikrobnih proteinaza i peptidaza u tandemu s
humanim proteinazama. Nekoliko transportera na bakterijskoj stijenci olakSava ulazak
aminokiselina iz crijevnog lumena u bakterije, pri ¢emu nekoliko genskih produkata pretvara
aminokiseline u male signalne molekule i antimikrobne peptide (bakteriocine). Crijevna
mikrobiota je klju¢na za de novo sintezu esencijalnih vitamina koje domacin nije sposoban
proizvesti. Bakterije mlije¢ne kiseline kljuéni su organizmi u proizvodnji vitamina B2, koji ne
mogu sintetizirati zivotinje, biljke, a ni gljive. Bifidobakterije su glavni proizvodaci folata,
vitamina ukljuc¢enih u vitalne metabolicke procese domacina, ukljucujuci sintezu i popravak
deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Ostali vitamini u ¢ijoj sintezi sudjeluje mikrobiota jesu
vitamin K, riboflavin, biotin, nikotinska kiselina, pantotenska kiselina, piridoksin i tiamin
(Bokan i Hauser, 2018). Nadalje, studije su pokazale da crijevna mikrobiota ima utjecaj na
metabolizam ksenobiotika i lijekova (Antal i sur., 2019).

Antimikrobna zastitna uloga se odituje kroz otpornost na kolonizaciju patogenih bakterija.
Crijevni komenzali se izravno bore protiv mikroba zauzimajuéi Zivotni prostor 1 natjecuci se
za hranjive tvari te tako nacin sprecavaju njihovu kolonizaciju i prevladavanje. Osim toga,
doprinose obrani od mikroba i neizravno, medu ostalim stimuliranjem lokalnog imunosnog
odgovora i sintezom raznih spojeva koji imaju antimikrobni uc¢inak. Na primjer, mlije¢na
kiselina, koja je produkt metabolizma vrsta roda Lactobacillus, sudjeluje u razaranju
bakterijske stanicne stijenke, dok sastav zucnih kiselina, u kojem se odrZava ukupni
metabolizam mikrobiote, znatno utjeCe na germinaciju spora vrste Clostridioides difficile
(Antal i sur., 2019). Nedavne studije su pokazale da je crijevna mikrobiota ukljucena u
razgradnju razli¢itih polifenola. Polifenoli se biotransformiraju u aktivne spojeve nakon §to

crijevna mikrobiota ukloni ugljikohidratni dio. Strukturna specifi¢nost polifenola i



individualno bogatstvo mikrobiote odreduju razinu biotransformacije koja se javlja u crijevu

(Bokan i Hauser, 2018).

Crijevna mikrobiota pridonosi modulaciji imunosnog sustava tako §to utje¢e na oblikovanje
crijevima pridruzenog limfnog tkiva (engl. GALT-gut associated lymphoid tissues), sudjelujuci
u razvoju i djelovanju regulacijskih limfocita T (engl. Treg-T regulatory cells) te regulirajuci
prirodene limfoidne stanice (engl. ILCs-innate lymphoid cells). Razvoj mikrobiote u ranoj
zivotnoj dobi djeteta ima vaznu ulogu u sazrijevanju imunoloskog sustava i razvoju alergijskih

bolesti (Antal i sur., 2019).

Postoje dokazi 0 pozitivnom uéinku crijevne mikrobiote na odrzavanje strukturne barijere
gastrointestinalnog sustava kao na primjer djelovanjem na medustani¢ne veze (engl. tight
junctions, odrzavanje dezmosoma). Uz to djeluje i na transkripcijski faktor angiogenin-3 koji

ima ulogu u razvoju krvnih zila u crijevima (Antal i sur., 2019).

2.2. DISBIOZA CRIUEVNE MIKROBIOTE

Ve¢ 400. godine prije Krista Hipokrat je rekao ,,smrt je u crijevima“ i ,,lo$a probava ishodiste
zla“. Metchnikoff naziva stanje u kojem ,,dobre* bakterije viSe nisu u stanju kontrolirati ,,loSe*
bakterije disbiozom (lebba i sur., 2016). Probavni sustav sadrzava korisne bakterije, ali i
bakterije koje mogu biti potencijalno $tetne za domacina. U normalnim uvjetima zdravih osoba
dolazi do medusobne komunikacije i regulacije izmedu domacina i crijevne mikrobiote te se
tako stvara homeostatska ravnoteza bez prekomjernog razmnozavanja potencijalno patogenih
bakterija. Mikrobiote ispoljavaju komenzalnu vezu s domacinom: bakterije uspijevaju u
bogatom okolisu crijeva, a domaéin uziva u koristima od brojnih funkcija bakterija.
Homeostaza mikrobiote i domacina pogoduje domacinu, no ako dode do promjene u sastavu
mikrobiota, to dovodi do drasti¢ne neravnoteze izmedu korisnih i potencijalno patogenih
bakterija te probavni sustav postaje osjetljiv na napad patogena kao posljedica promjene u
mikrobiotama. Ova neravnoteza se naziva disbiozom, odnosno definira se kao poremecaj u
homeostazi (eubiozi) mikrobiote zbog neravnoteze same mikrobiote, promjena u
funkcionalnom sastavu i metaboli¢kim aktivnostima ili promjene u lokalnoj distribuciji
(DeGruttola i sur., 2016). Eubioza je ravnotezno stanje mikrobnog ekosustava. Eubiozom
prevladavaju potencijalno korisne bakterijske vrste Firmicutes i Bacteroides (lebba i sur.,
2016). Crijevni patogeni pripadaju bakterijskoj porodici Enterobacteriaceae (E. coli, Yersinia

spp., Salmonella spp., Shigella spp.), Vibrionaceae (Vibrio cholerae) i Campylobacteriaceae
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(Campylobacter spp.) koje pripadaju koljenu Proteobacteria prisutni su, ali u manjem postotku
crijevne mikrobiote (Stecher, 2015). Brojne studije potvrduju da porast Proteobacteria u
crijevima oznacava disbiozu ili nestabilnost crijevne mikrobiote te pogoduje nastanku bolesti

(Shin i sur., 2015). Homeostaza i promjene tijekom disbioze crijevne mikrobiote prikazane su

na slici 4.
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Slika 4. Homeostaza i promjene tijekom disbioze crijevne mikrobiote (DeGruttola i sur., 2016)

Disbioza se moze kategorizirati u tri razliite skupine: prvo kao gubitak korisnih
mikroorganizama, drugo kao pretjeran rast potencijalno Stetnih mikroorganizama i tre¢e kao
gubitak mikrobne raznolikosti. U veéini slucajeva ove vrste dishioza se javljaju istovremeno
(DeGruttola 1 sur., 2016). Do disbioze moze do¢i zbog utjecaja okoliSnih faktora, no jos uvijek
nije razjasnjeno je li disbioza uzrok ili posljedica bolesti, odnosno da li disbioza stvara put
kroni¢noj bolesti ili kroni¢na bolest dovodi do promjena u crijevnoj mikrobioti (Antal i sur.,
2019). Disbiozu se povezuje s patogenezom mnogih upalnih bolesti i infekcija (Thursby i Juge,
2017). Neka od najces¢e spominjanih patoloskih stanja kod koji se nailazi na disbiozu su
kroni¢ne gastrointestinalne bolesti poput kroni¢nih upalnih bolesti crijeva, ulceroznog kolitisa,
Chronove bolesti, sindroma iritabilnog crijeva, jetrene encefalopatije, nealkoholne masne jetra,
kolorektalnog karcinoma pa sve do razli¢itih neuroloskih poremecaja (Antal i sur., 2019;
Bokan i Hauser, 2018). Takoder, disbioza moze utjecati i na razvoj pretilosti i malnutricije,

dijabetesa tipa 1 i tipa 2 (DeGruttola i sur., 2016).
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2.2.1. Pretilost

Pretilost je jedan od najve¢ih javnozdravstvenih problema danasnjice, istodobno je i
zanemaren, s ozbiljnim druStvenim i psiholoskim posljedicama koje utje¢u na gotovo sve
dobne i socioekonomske skupine. Nekoc¢ su se prekomjerna tjelesna masa i pretilost smatrale
problemom samo u visokorazvijenim zemljama, dok danas postaju problem i u niskorazvijenim
zemljama te u zemljama u razvoju, osobito u urbanom podrucju (Musi¢ Milanovi¢ i Bukal,
2018). Hrvatska prati svjetske trendove jer 38,1 % odraslog stanovnistva ima prekomjernu
tjelesnu masu, a 20,3 % je pretilo (Mihaljevi¢ i sur., 2018). Svjetska zdravstvena organizacija
(engl. World Health Organization, WHO) definira prekomjernu tjelesnu masu i pretilost
prekomjernim nakupljanjem masnog tkiva koje predstavlja rizik za zdravlje. Metoda za ocjenu
stupnja pretilost je odredivanje indeksa tjelesne mase (ITM, engl. body mass index BMI) koyji
predstavlja omjer tjelesne mase i kvadrata visine (izrazeno jedinicama kg m2) (WHO, 2020).
Osoba s ITM-om nizim ili jednakim 18,5 kg m™ smatra se pothranjenom, ITM u rasponu od
18,5 do 24,9 kg m? oznadava adekvatnu tjelesnu masu, 25,0 do 29,9 kg m? prekomjernu
tjelesnu masu, dok pretila osoba ima ITM visi ili jednak 30,0 kg m™. Prema 10. medunarodnoj
klasifikaciji bolesti i srodnih zdravstvenih problema, prekomjerna tjelesna masa i pretilost

definirane su kao bolesti (Musi¢ Milanovi¢ i Bukal, 2018).

Pretilost nastaje uslijed promjena u energetskoj ravnotezi, odnosno uslijed nastanka
neravnoteze unosa, pohrane i potroS$nje energije dobivene konzumacijom hrane (Moreno-
Indias i sur., 2014). U ostvarivanje te ravnoteze ukljuceni su brojni fizioloski procesi koji
reguliraju tjelesnu masu i metabolizam, osjecaj sitosti 1 gladi, kako na razini sredi$njeg
ziv€anog sustava, tako 1 popratnih gastrointestinalnih odgovora na unos hrane (Peri¢ i sur.,
2011). Znacajan ¢imbenik koji utjece na razvoj pretilosti je prehrana bogata ugljikohidratima i
mastima, nedostatak tjelesne aktivnosti te crijevna mikrobiota (Wolf i Lorenz, 2012).
Konzumacija prehrane bogate ugljikohidratima i mastima mijenja crijevnu ekologiju ¢ime
crijevna mikrobiota postaje okolisni faktor koji utjeCe na nastajanje pretilosti (de Clercq i sur.,

2016).

Najpoznatije istrazivanje koji ukazuju na ulogu crijevne mikrobiote u energetskoj ravnotezi je
ono na ,Sterilnim“ i ,normalnim*“ laboratorijskim misSevima, gdje se pokazalo da
transplantacija mikrobiote izolirane iz debelog crijeva pretilih miSeva u miseve sa sterilnim
crijevima dovodi do povecanja udjela masnog tkiva i pojave inzulinske rezistencije kod

sterilnih miSeva (Antal i sur., 2019). U pretilih osoba dolazi do opéeg smanjenja bakterijske
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raznolikosti u crijevima. Rezultati istrazivanja na ljudima i Zivotinjama pokazuju da pretile
osobe imaju nizi udio bakterija koljena Bacteroidetes, a visi udio koljena Firmicutes u
usporedbi s kontrolnom skupinom koja je imala normalnu tjelesnu masu. Ovaj omjer je u
korelaciji s tjelesnom masom i nakupljanjem tjelesne mase, $to pokazuje da pretile osobe imaju

veci nerazmjeran omjer ovih bakterija (DeGruttola i sur., 2016).

Ley i sur. (2005) su pokazali smanjenje u omjeru Firmicutes naprema Bacteroidetes koji je bio
pracen gubitkom tjelesne mase kod ljudi. Pokazano je kako kod pretilih osoba postoji niza
koncentracija Bacteroidetes, povisena koncentracija Actinobacteria dok je koncentracija
Firmicutes koljena ostala nepromijenjena. Medutim to jo$ uvijek nije do kraja razjasnjeno jer
postoje i druge studije koje pokazuju nikakvu ili ¢ak i pozitivnu povezanost s prekomjernom

tjelesnom masom i pretilos¢u (John i Mullin, 2016).

Nadalje, smatra se da crijevna mikrobiota smanjuje oksidaciju SCFA u mi$i¢ima i jetri
supresijom adenozin monofosfat kinaze (AMPK), enzimima u jetrenim i miSi¢nim stanicama
koji nadgleda stanje stani¢ne energije. Inhibicija AMPK rezultira smanjenom oksidacijom
masnih kiselina u misi¢ima i jetri, $to u konacnici dovodi do pohrane viska masnih kiselina u
tim tkivima. Crijevna mikrobiota proizvodnjom SCFA moze utjecati na metabolizam domacina
i razvoj pretilosti promjenom hormonskog sastava u crijevima i drugim organima. SCFA,
ukljuéujuci acetat, propionat i butirat, djeluju kao ligandi za aktivaciju receptora vezanih za G-
protein (Bokan i Hauser, 2018). Istrazivanja su pokazala da je koli¢ina proizvedenih SCFA
veca kod osoba s prekomjernom tjelesnom masom i pretilih osoba. Bakterijski lipopolisaharid
(LPS) iz stijenki Gram-negativnih bakterija poti¢e lucenje protuupalnih citokina poput
interleukina 6 (IL-6) i ¢imbenika nekroze tumora a (engl. tumor necrosos factor a, TNF-a), a
poznato je da je kroni¢na upala niZeg stupnja povezana s pretiloséu (Antal i sur., 2019).
Dugoro¢ne promjene u crijevnoj mikrobioti kao $to su smanjenje broja Bifidobacteria i
povecanje broja Bacteroidesa primije¢ene su kod djece koja su ranom djetinjstvu uzimala
antibiotike. Modulacija mikroorganizama crijeva s antibioticima mijenja ekspresiju gena jetre
1 crijeva koji su ukljueni u upalu 1 metabolizam, ¢ime se mijenja hormonska, upalna i

metabolic¢ka sredina domacina (Bokan i Hauser, 2018).
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2.2.2. Pothranjenost

Malnutricija je op¢i pojam koji obuhvaca razliite manifestacije neadekvatne prehrane,
ukljucujuéi usporeni rast djece, znakove nedostatka vitamina i minerala, esencijalnih masnih
kiselina i proteina te ona ukljucuje pretilost i pothranjenost (Gordon i sur., 2012). Pothranjenost
se definira kao nedovoljan unos energije i hranjivih tvari da bi se zadovoljile potrebe pojedinca
za odrzavanjem dobrog zdravlja (Maleta, 2006). Malo je istrazivanja koja su se bavila
proucavanjem crijevne mikrobiote pothranjenijih odraslih osoba. Veéina istrazivanja radenih
na tu temu je proucavala crijevnu mikrobiotu pothranjene djece jer je pothranjenost u djece
jedan od vodecih zdravstvenih problema u svijetu s viSe od 3 milijuna smrtnih slucajeva

godisnje (de Clercq i sur., 2016).

Smith i sur. (2013) su u svom istrazivanju proucavali ulogu crijevne mikrobiote u tesko akutnoj
pothranjenosti (kwashiorkor) kod djece. Proucavano je 317 malavijskih parova blizanaca od
rodenja do 3 godine starosti. Tijekom tog razdoblja 50 % blizanaca je ostalo dobro uhranjeno,
43 % neadekvatno, a 7 % je razvilo akutnu pothranjenost. Uzorci fekalne mikrobiote iz 3
neskladna para su transplantirani u ,,sterilne* miSeve. Kombinacija malavijske prehrane i
mikrobioma kwashiorkor rezultirala je znafajnim gubitkom tjelesne mase kod ,,sterilnih®
miseva, poprac¢enim poremecajima U metabolizmu aminokiselina i ugljikohidrata. Ovo otkrice

implicira da je crijevna mikrobiota uzro¢ni ¢imbenik u nastanku kwashiorkora.

Jo§ jedan od poremecaja koji rezultira ozbiljnom pothranjenoséu je anoreksija. Anoreksiju
karakterizira iskrivljena slika tijela te ekstremna dijeta koja dovodi do ozbiljnog gubitka
kilograma s patoloskom anksiozno$¢u zbog pretilosti. Promijenjena regulacija apetita i
energetska homeostaza su povezane S promijenjenim sastavom crijevne mikrobiote.
Istrazivanja su pokazala povec¢anu koncentraciju Methonobrevibacter smithii, arheje Kkoji
proizvodi metan, kod pacijenata s anoreksijom u usporedbi s osobama normalne tjelesne mase
i pretilim osobama. Nadalje, u uzorcima stolice kod osoba s anoreksijom uocene Su znatno nize
koli¢ine ukupnih bakterija i obaveznih anaeroba (Clostridium coccoides, Bacteroides fragilis,
Clostridium leptum, Streptococcus). Takoder, uo¢ena je smanjena koncentracija butirata koji
proizvode bakterije vrste Roseburia spp. i ve¢a koncentracija bakterija koje razgraduju mucin

(Verrucomicrobia) te roda Clostridium (de Clercq i sur., 2016).
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2.3. TJELESNA AKTIVNOST

Tjelesna aktivnost se definira kao pokretanje tijela s pomocu skeletne muskulature uz potro$nju
energije vece od one u mirovanju. Tjelesno vjezbanje je podskupina tjelesne aktivnosti koja je
planirana, strukturirana, ponavljana i sa svrhom poboljSanja ili odrzavanja tjelesne sposobnosti.
Redovita tjelesna aktivnost reducira rizik od kroni¢nih bolesti kao $to su pretilost, dijabetes
tipa 2, metabolicki sindrom, osteoporoza, depresija i neke vrste karcinoma (Babié¢, 2018).
Pojavu ovih bolesti se Cesto povezuje s raznim Cimbenicima poput tjelesne neaktivnosti,
nepravilnom prehranom, konzumacijom alkohola i cigareta te socio-ekonomskim statusom
(Cleland i sur., 2014). Nadalje, tjelesna aktivnost se moze svrstati u ¢etiri domene: tjelesna
aktivnost na poslu, tjelesna aktivnost vezana uz transport, tjelesna aktivnost vezana uz
odrzavanje kucanstva i tjelesna aktivnost u slobodno vrijeme (Caspersen i sur., 1985). Prema
podacima WHO, tjelesna neaktivnost je jedan od vodeéih rizi¢nih ¢imbenika i uzroka smrtnosti
u svijetu. Istrazivanja pokazuju da se u Hrvatskoj ¢ak 56 % odraslih osoba ne bavi sportom ili
vjezbanjem, a 20 % njih se bavi sportom rijetko (3 puta na mjesec ili rjede) (Greblo Jurakié i
Juraki¢, 2019).

Tjelesna aktivnost se moze pratiti pomocu apsolutnog i relativnog intenziteta. Doza tjelesne
aktivnosti je ukupna koli¢ina energije potrosene tijekom tjelesne aktivnosti, dok je intenzitet
tjelesne aktivnosti udio potrosene energije tijekom takve aktivnosti. Apsolutni intenzitet jest
udio energije potroSene tijekom tjelesnog vjezbanja obi¢no izrazen u metabolickim
ekvivalentima (MET), gdje jedan MET jest metabolicki udio u mirovanju, odnosno 1 MET
odgovara primitku kisika u mirovanju oko 3,5 ml kg™ min™ i kalorijskoj potrosnji od 1 kcal kg™
1'hl, To znadi da osoba koja miruje u jednom satu potrosi onoliko kalorija kolika je njezina
masa. Na temelju MET-a aktivnosti se mogu svrstati u one niskog, umjerenog i visokog
intenziteta (slika 5). Aktivnost niskog intenziteta obuhvaca onu manju od 3 MET-a i veéu od
1,5 MET-a (ili 4 kcal min). Tjelesne aktivnosti umjerenog intenziteta su one relativnog
intenziteta od 40 do 60 % ili apsolutnog intenziteta od 3 do 6 MET-a (ili 4 do 7 kcal min),
dok su one visokog intenziteta s energetskom potrosnjom od 6,0 MET-a i vise (ili 7 kcal min®
1). Sedentarnim ponasanjem smatra se ono koje iziskuje 1,5 ili manje MET-a (Babi¢, 2018;
Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2018). Neaktivnost ili nedovoljna tjelesna aktivnost je
stanje u kojem nema znacajnijeg povecanja energetske potroSnje iznad one u mirovanju
(Hagstromer i sur., 2007). Novija istrazivanja pokazuju znacajnu povezanost kontinuiranog

sjedilackog ponasanja S abnormalnim metabolizmom glukoze i kardiovaskularnim
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morbiditetima. Preporuka koju daje WHO radi unaprjedenja zdravlja je minimalno 600 MET-
a tjelesne aktivnosti tjedno, to bi bilo oko 150 minuta na tjedan brzog hoda ili 75 minuta na
tjedan trcanja (Kyu i sur., 2013). Relativni intenzitet odnosi se na udio acrobne snage iskoristen
za vrijeme tjelesnog vjezbanja i izrazava se postotkom maksimalne frekvencije srca ili VO2zmax

(Babi¢, 2018). Primjeri niskog, umjerenog i visokog apsolutnog intenziteta tjelesnih aktivnosti

prikazani su na slici 5.

LT LT g T

e spori hod (4 km h-1)

e |aksi kuéanski poslovi
(usisavanje, manji
popravci)

e vrtlarenje (laksi poslovi)

e lagano igranje s
djetetom, ¢uvanje
djeteta u sjedec¢emiili
stoje¢em polozaju

e lagano, sporo plivanje

* brzi hod (6 km h-1)
e umjereno teski kucanski
poslovi

e umjereno teski rad u
vrtu

e igranje s djetetom u
hodu ili trckaranje

e ples (valcer) (28 m min-
1)

e tréanje (oko 7 km h-1)

e prsno plivanje (1,2 km h-

* brzi hod (8 km h-1)

e tezi kucanski poslovi
(nosenje teskih
predmeta)

e teski rad u vrtu

e tr¢anje (> 9 km h-1)

e plivanje - kraul (3 km h-
1)

* voznja biciklom (> 21 km
h-1)

e tenis (8 MET-a)

1) * nogomet (7 - 15 MET-a)
e voznja biciklom (15km e kosarka (7 - 15 MET-a)
h-1) e rukomet (8 - 12 MET-a)

¢ odbojka (5 - 12 MET-a)

Slika 5. Primjeri niskog, umjerenog i visokog apsolutnog intenziteta tjelesnih aktivnosti

(Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2018)

2.3.1. Utjecaj tjelesne aktivnosti na crijevnu mikrobiotu

Crijevna mikrobiota, prehrana i tjelesna aktivnost su medusobno povezane kompleksnim
mehanizmima. Tjelesna aktivnost moze utjecati na promjene u kvalitativnom i kvantitativnom
sastavu crijevne mikrobiote te najveci broj dokaza o ovoj povezanosti proizlazi s istrazivanja
na miSevima (Valeriani i sur., 2020). Tjelesna aktivnost potice na promjene u sastavu crijevne
mikrobiote koje potpomazu ponovnu uspostavu energetske ravnoteze i odrzavanje
protuupalnog stanja organizma te ¢ak utjeCe na os crijeva-mozak. Doprinos tjelesne aktivnosti
gastrointestinalnom sustavu Covjeka i crijevnoj mikrobioti moze ukljucivati nekoliko

mehanizama kao $to su smanjenje vremena koje je potrebno za prolazak hrane kroz crijeva,
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odnosno skracenje vremenskog kontakta izmedu crijevne sluznice i tvari koje promoviraju
nastanak raka, moduliranje imunoloS8kog odgovora ili utjecaj na proizvodnju metabolita
crijevne mikrobiote. Nadalje tjelesna aktivnost moze diversificirati crijevnu mikrobiotu
povecéavajuci broj benignih mikrobnih zajednica ili pridonoseci crijevnoj propusnosti (Shahar

i sur., 2020).

Istrazivanje provedeno na Stakorima od strane Matsumoto i sur. (2008) pokazalo je kako
dobrovoljno tréanje utjeCe na modifikaciju sastava crijevne mikrobiote, povecava promjer
slijepog crijeva i koncentraciju butirata koji stiti od nastanka raka debelog crijeva i upalne
bolesti crijeva (eng. Inflammatory bowel disease, IBD) te ima ulogu u sintezi mucina i zastiti
crijevnog epitela. Ovi ucinci su bili djelomi¢no objasnjeni i u drugim istrazivanjima gdje je
pokazano kako dobrovoljno tréanje ili povecava broj bakterijskih rodova Bifidobacteria i
Lactobacillus koji moduliraju imunitet sluznice te spre¢avaju invaziju patogena ili broj Blautia
coccoides i Eubacterium rectale koji pretvaraju laktat u butirat. Nadalje, tjelesna aktivnost
moze sprijeciti povecanje tjelesne mase te nastanak pretilosti promjenom postotka bakterija
roda Bacteroidetes i Firmicutes. Promjene koje nastaju u sastavu crijevne mikrobiote
sugeriraju na moguci terapijski ucinak tjelesne aktivnosti u lije¢enju pretilosti (Galle i sur.,
2019). Neka istrazivanja su pokazala da postoji znacajna bioraznolikost kod sportasa, dok
druga ukazuju na smanjeni broj bakterija roda Bacteroidetes i povecani broj bakterija
Firmicutes kod osoba koje preaktivne (Valeriani i sur., 2020). Razlike u sastavu mikrobiote
crijeva uocena je kod aktivnih i neaktivnih zena. Kod Zena koje su se svakodnevno bavile
preporu¢enom tjelesnom aktivno$¢u uoCena je veca koli¢ina bakterija roda Akkermansia
muciniphila, Fecalibacterium prausnitzii, Bifidobacteria longum i Roseburia hominis sto se
povezuje sa zdravljem. Nadalje, ¢ini se da aerobni trening tijekom 6 tjedana mijenja
mikrobioloski sastav i funkciju crijeva jer su uocene vece sli€nosti izmedu pretilih 1 mrSavih
osoba, bez obzira na unos hrane. Istrazivanje koja je radeno u skupini zena s rakom dojke
sugerira da razina kondicije nije znacajno povezana s relativnim obiljem specificnih crijevnih

mikroba (Whisner i sur., 2018).

Clarke i sur. (2014) su uocili da je alfa raznolikost crijevne mikrobiote profesionalnih ragbijasa
statisticki vec¢a od kontrolnih skupina osoba koje su provodile sjedilacki nacin zivota (prva
skupina ITM < 25 kg m?2, druga skupina ITM > 28 kg m™), dok se alfa raznolikost izmedu
kontrolnih skupina ne razlikuje. Taksonomskom analizom kod sportasa je primijeceno 22

koljena, 68 porodica i 113 rodova. Kod kontrolne skupine s ITM < 25 kg m?, 11 koljena, 33
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porodice i 65 rodova, a kod kontrolne skupine s ITM > 28 kg m?2, 9 koljena, 33 porodice i 61
rod. Konzumacija proteina i tjelesna aktivnost povecavaju mikrobnu raznolikost u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Takoder, kod sportasa i kontrolne skupine s niskim ITM pronaden je
znatno veci udio bakterija roda Akkermansia koje razgraduju mucin, a ¢ija brojnost obrnuto
korelira s pretilo§¢u i metaboli¢kim poremecajima (Galle i sur., 2019). Morkl i sur. (2017) su
promatrali crijevnu mikrobiotu izmedu ispitanika koji su pothranjeni, koji imaju adekvatnu
tjelesne masu, onih s povecanom tjelesnom masom, pretilih ispitanika i sportasa. Pretili i
pothranjeni ispitanici su imali smanjeno bogatstvo mikrobne zajednice dok je ono najvece kod
sporta$a u usporedbi sa svim ostalim skupinama. Nekoliko istrazivanja pokazuju kako crijevna
mikrobiota ima strukturnu i histolosku funkciju u ljudskom organizmu, sudjeluje u rastu i
diferencijaciji miSi¢nih vlakana i epitelnih stanica. Tjelesna aktivnost utje¢e na crijevnu
mikrobiotu neovisno o vrsti prehrane, a ovisno o specificnim mikrobnim vrstama te mikrobiota
mrsavih osoba mozZe biti osjetljivija na tjelesnu aktivnost u odnosu na mikrobiotu osoba

prekomjerne tjelesne mase ili pretilih osoba (Galle i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ISPITANICI

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

Regrutacija ispitanika u navedeno istrazivanje provedena je pomocu javnih letaka, oglasa na
web stranici projekta MicroEquilibrium te drustvenim mrezama i preko osobnih poznanstava

istrazivaca ukljucenih u projekt.

Prilikom regrutacije ispitanika, kriteriji za uklju¢ivanje u istrazivanje su bili:

e indeks tjelesne mase (ITM) (<18,5 kg m2; 20-22 kg m2; >27 kg m™);
e oba spola;
e dob: od 18 do 35 godina;

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

Dok je kriterij za isklju¢ivanje bio konzumiranje antibiotika tijekom posljednja tri mjeseca prije

uklju¢ivanja u istraZivanje.

Svi ispitanici u istrazivanje su se uklju¢ivali na dragovoljnoj osnovi, a prije samog ukljuc¢ivanja
u istrazivanje svaki je od ispitanika detaljno informiran o ciljevima samog istrazivanja i
metodologiji koja ¢e se koristiti te je potpisao informirani pristanak za sudjelovanje u

istrazivanju.

Broj prijavljenih ispitanika zainteresiranih za sudjelovanje u istrazivanju bio je 136 od kojih je,
s obzirom na ranije postavljene kriterije ukljucivanja/iskljucivanja, 56 osoba bilo prikladno za
sudjelovanje u istrazivanju, a od njih se u konac¢nici 40 odazvalo na sva mjerenja i ispunilo sve
potrebne upitnike. Ispitanici koji su sudjelovali u istrazivanju su bili oba spola i to 20 Zena i
jednako toliko muskaraca. 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 pretiloscu.
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Istrazivanje cijelog znanstvenog projekta je provedeno u suglasju s preporukama Helsinske
deklaracije o ljudskim pravima te sa Zakonom o potvrdivanju Konvencije o zastiti ljudskih
prava i dostojanstva ljudskog bi¢a u pogledu primjene biologije i medicine (Hrvatski Sabor,
2003) odnosno dijelova koji se odnose na istrazivanja na ljudima, kao i na zasStitu privatnosti i
anonimnosti te u skladu sa Zakonom o provedbi Opce uredbe o zastiti podataka (Zakon, 2018).
Takoder, istrazivanje je prije poCetka provedbe Projekta odobreno pozitivnim rjeSenjima
(suglasnostima za provodenje istrazivanja) Etickog povjerenstva Dje¢je bolnice Srebrnjak te

Etickog povjerenstva Instituta za antropologiju.

3.2. METODE

Metode koje su se koristile u istrazivanju se mogu podijeliti na: antropometrijske, dijeteticke,

biokemijske, genomicke te statisticke metode.
3.2.1. Prikupljanje op¢ih, biokemijskih i dijeteti¢kih podataka

Zdravstvenim kartonom i Op¢éim upitnikom o prehrambenim navikama prikupljeni su podaci o
zdravstvenom stanju i Zivotnim navikama ispitanika (vrsta prehrane, broj obroka, uzimanje
dodataka prehrani i lijekova, konzumacija kave alkohola i cigareta, tjelesna aktivnost i dr.).
Pitanja su podijeljena na opéa — 15; pitanja o zdravstvenom stanju — 12 te pitanja o
prehrambenim navikama — 33. Od svakog ispitanika dodatno je prikupljen uzorak stolice
potreban za izolaciju deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) iz koje

se dalje radi analiza genomic¢kim metodama.

Dijeteticka metoda koja se koristila u ovom istrazivanju bio je trodnevni dnevnik prehrane, a
koristio se kako bi se prikupio i analizirao unos energije, makronutrijenata i mikronutrijenata
u ispitanika. Ovom dijetetickom metodom je omogucen uvid u obrazac prehrane, a sama
metoda moze se definirati kao dijeteticka metoda koja biljezi unos hrane u sadasnjici. Njezine
prednosti su §to se ne oslanja na pamcenje, a daje detaljne informacije o konzumiranoj hrani i
picu te je pogodna za procjenu uobicajenog unosa. Nedostatak ove metode je taj Sto zahtjeva
puno vremena i truda 1 ispitanika 1 ispitivaca, §to u konacnici moze izazvati promjene u
prehrambenim navikama (Satali¢ i Jirka Alebi¢, 2008). Svi ispitanici su dobili detaljne upute
za vodenje dnevnika prehrane s oglednim primjerkom te su ga vodili kroz tri uzastopna dana
neposredno prije davanja uzorka stolice i provodenja antropometrijskih mjerenja. Procjenu
konzumirane hrane 1 pic¢a ispitanici su vrsili uz pomo¢ kuhinjskog pribora (npr. Zlica, ¢ajna

zli¢ica, CaSa, Salica, tanjur i1 dr.) i /ili vaganjem, a za kupovne namirnice pomocu mase (g)
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navedene na deklaraciji. Takoder, ispitanici su u dnevnik prehrane biljezili i konzumaciju

pripravaka i dodataka prehrani te njihovu koli¢inu (Coolinarika, 2020).

Svakom ispitaniku izmjeren je krvni tlak uredajem OMRON M6 Comfort (slika 6), te su
odredene vrijednosti glukoze i kolesterola iz uzoraka kapilarne krvi uredajem Accutrend® Plus
System (Roche Diagnostic USA) (slika 7).

Slika 6. Tlakomjer OMRON M6 Comfort (vlastita fotografija)

Slika 7. Uredaj za mjerenje glukoze i kolesterola iz kapilarne krvi Accutrend® Plus System
(Roche Diagnostic USA) (vlastita fotografija)
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3.2.2. Upitnik o tjelesnoj aktivnosti - GPAQ

Uvid u ucestalost i jaCinu tjelesne aktivnosti ispitanika dobiven je upitnikom o tjelesnoj
aktivnosti Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) — Global Physical Activity Questionnaire
(GPAQ) (WHO, 2006).

GPAQ - The Global Phyisical Activity Questionnarie razvijen je 2002. godine u sklopu
programa WHO za kontrolu nad rizi¢nim ¢imbenicima kardiovaskularnih bolesti (Bull i sur.,
2009, Armstrong i Bull, 2006). Njegovu uporabu u nacionalnom pracenju tjelesne aktivnosti
preporucio je WHO je u svom programu Global Strategy on Diet, Physical Activity and Health
2004.

GPAQ upitnik se sastoji od 16 pitanja raspodijeljenih u 3 skupine pitanja, od ¢ega 6 pitanja u
kategoriji aktivnosti na poslu, 3 pitanja u kategoriji putovanje, 6 pitanja u kategoriji rekreacije
(slobodno vrijeme) te 1 pitanje vezano uz procjenu vremena sjedenja (Cleland i sur., 2014).
Nastao je kao kombinacija dugackog i kratkog medunarodnog upitnika za procjenu tjelesne
aktivnosti (IPAQ), a ukljucena su podrucja procjene — posao, prijevoz i slobodno vrijeme, a
unato¢ tome §to je znacajno kraéi procjenjuje i vrijeme sjedenja. Prema WHO -u, GPAQ se
primjenjuje u vise od 100 zemalja, uglavnom u okviru STEPS-a (STEPwise Approach to NCD

Risk Factor Surveillance) i to u zemljama s niskim / srednjim dohotkom (Guthold i sur., 2011).

Intenzitet tjelesnih aktivnosti izrazava se u terminu metabolickog ekvivalenta (MET). MET se
definira kao koli¢ina potroSene energije dok osoba sjedi ili miruje i jednaka je kalorijskoj
potro$nji od 1 kcal kg? sat™. Za izra¢un ukupne potrosnje energije osobe pomoéu GPAQ-a
dodijeljene su sljedece vrijednosti MET-a koje su u skladu sa smjernicama WHO-a. Umjerene
aktivnosti na poslu, putovanje i rekreacija trose 4 MET-a, dok snazne aktivnosti trose 8 MET-
ova. Ukupno utroseno vrijeme i potro$nja energije u MET-u izracunavaju Se u sva tri podrucja
djelovanja. Ukupno vrijeme provedeno u fizickim aktivnostima tjedno zbroj je vremena
provedenog u svih pet okruZenja u jednom tjednu, gdje ukupna potro$nja energije ili MET
tjedno je jednaka zbroju potrosnje energije u svih pet okruzenja aktivnosti u jednom tjednu. Za
osobu se kaze da ima sjedeci nacin zivota ako su ukupne aktivnosti koje osoba obavlja u tjedan
dana manje od bilo koje od sljede¢ih: 1. 150 minuta tjelesne aktivnosti umjerenog intenziteta
ili 2. 75 minuta tjelesne aktivnosti snaznog intenziteta ili 3. ekvivalentna kombinacija tjelesne

aktivnosti umjerenog i snaznog intenziteta koja postize najmanje 600 MET minuta. Aktivnosti
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snaznog i umjerenog intenziteta zabiljezene su ako se to radi najmanje 10 minuta neprekidno

(\Veerisur., 2018).

3.2.3. Antropometrijske metode

Istrazivacka metoda ¢iji je cilj utvrdivanje dimenzija ljudskog tijela i njihovo prosudivanje
naziva se antropometrija (Hrvatska enciklopedija, 2017). U ovom istraZivanju ispitanicima su
mjerene tjelesna masa, tjelesna visina, opseg struka, bokova, nadlaktice i zape$ca te sastav tijela

(udio i masa masnog tkiva te masa miSi¢nog tkiva).

Tjelesna visina mjerena je pomocu visinomjera Seca 217 (Seca Ltd.) s precizno$c¢u od 0,1 cm.
Prilikom mjerenja su ispitanici bili bez obuce, u uspravnom opustenom poloZzaju te su u Cetiri
tocke (tjeme, lopatica, straznjica i pete) dodirivali mjernu skalu, a polozaj glave je bio u
polozaju Frankfurt horizontalne ravnine koja predstavlja zamisljenu liniju koja spaja donji rub
lijeve orbite i tragus heliksa i lijevog uha u vodoravnom polozaju u odnosu na podlogu (Lee i
Nieman, 2013).

Mjerenje tjelesne mase izvrSeno je pomocu analizatora sastava tijela koji radi na principu
bioelektriéne impedancije (BIA) u laganoj odjeéi i bez obuce (TANITA DC-430MA, slika 8) s
precizno$¢u 0,1 kg. BIA je postupak kojim se kroz ispitanika propusta neosjetljiva i ne Stetna
struja jakosti najvise do 800 mA (Satali¢ i sur., 2016). Osim tjelesne mase dobiveni su podaci
0 postotku i masi miSi¢nog i masnog tkiva, udjelu visceralnog masnog tkiva, kostanoj masi i
masi ukupne vode u tijelu, bazalni metabolizam (BM) i ITM. Analizator je prilikom mjerenja
podesen prema stupnju tjelesne aktivnosti ispitanika, uz korekciju za odjecu (oduzeta masa u

iznosu od 1 kg).
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Slika 8. Analizator sastava tijela TANITA Inner Scan DC-430U — dual frequency Total body

composition analyzer (Festta d.0.0.) (vlastita fotografija)

Opseg struka, bokova, nadlaktice i zapesc¢a je izmjeren pomocu savitljive, ne elasti¢ne mjerne
trake s precizno$cu od 0,1 cm. Naknadno se racunski dobio omjer opsega struka i bokova

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

3.2.4. Genomicke metode

Na dan provodenja antropometrijskih mjerenja ispitanici su dostavili uzorak stolice iz koje je

izolirana DNA te je njezinim sekvencioniranjem 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 koji su prethodno ¢uvani u zamrzivacu na -80 °C, otopljeni su na
sobnoj temperaturi i homogenizirani prije daljnjih koraka obrade uzorka. Za izolaciju je

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

Uredaj BioSpec Nano-drop spektrofotometar (Shimadzu Biotech) je koristen za odredivanje

koncentracije DNA te je prikazan naslici 9.
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Slika 9. 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) pomoc¢u Illumina
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 koriStenjem lancane reakcije
polimeraze (PCR) u 30 ciklusa. Nakon umnaZanja fragmenta gena PCR produkti su provjereni
na 2 %-om agaroznom gelu te su prociS¢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 Illumina 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 ¢itanja, dok druga u straznjem nacinu ¢itanja slijeda (engl. reverse). Nakon preuzimanja
dokumenti su ucitani u programski paket QIIME 2 (https://qiime2.org/) te su prednji i straznji
slijed nukleotida spojeni u cjelovitu sekvencu. Svi uzorci se nakon spajanja nalaze u jednom

dokumentu te je potrebno svaki slijed dodijeliti odgovaraju¢em uzorku na osnovu ocitanog
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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
paketa koji je optimiziran za ispravljanje greSaka sekvenciranja Illumina platformom. Sljedovi
svakog uzorka su Kklasterirani u operacijske taksonomske jedinice (OTU) s minimalnom
pokrivenoscu od 97 % i minimalnom identi¢no§¢éu od 97 %, §to odgovara definiciji OTU-a na
taksonomskom nivou vrste. Reprezentativni slijed svakog klastera je poravnat s 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 razliCitosti 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 evoluciono bliske. U upotrebi su dva tipa
UniFrac metrika - tezinska i netezinska. Tezinska UniFrac metrika pri izraCunu udaljenosti
zajednica uzima u obzir prisutnost i 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 ogranicenja koja predstavlja mikrobiota.
3.2.5. Statisticke metode

Prilikom analize i obrade podataka koristeni su paketi MS Excel (Microsoft, Seattle, WA, SAD)
te statisticki program SPSS v.22 (SPSS Inc., Chicago, Il). Za opis karakteristika ispitanika
primijenjene su standardne metode deskriptivne statistike (aritmeticka sredina, medijan,
standardna devijacija). Razlike u karakteristikama izmedu skupina usporedivane su nezavisnim
Studentovim t-testom za kontinuirane podatke, odnosno hi-kvadrat testom za kategorijske
vrijednosti. Svi dobiveni rezultati prikazuju se kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija

za kontinuirane podatke, odnosno kao postotak za kategorijske varijable.

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

U ovom radu istrazivano je postojanje povezanosti utjecaja stupnja tjelesne aktivnosti na sastav
crijevne mikrobiote u mladoj populacijskoj skupini ispitanika, bez utvrdenih zdravstvenih
problema, razli¢itog stupnja uhranjenosti, a usto su ispitivane njihove prehrambene navike te
zdravstveni status, koji bi takoder mogli utjecati na sastav crijevne mikrobiote. Nadalje,
istrazivanjem su prikupljeni op¢i, antropometrijski, biokemijski, dijeteticki podaci te

genomicki podaci koji su dobiveni iz uzorka stolice ispitanika sekvencioniranjem DNA.

Dobiveni rezultati su prikazani u obliku 10 slika i 5 tablica, a radi lakSeg razumijevanja
podijeljeni su u dva dijela, u prvom u kojem su prikazani op¢i podaci (tablica 1), tablicom 2,
slikama 10 - 13 prikazani su podaci o tjelesnoj aktivnosti dobiveni pomo¢u GPAQ upitnika, a
koji su raspodijeljeni s obzirom na stupanj uhranjenosti ispitanika, nakon ¢ega su tablicama 3-
5 prikazani op¢i, antropometrijski i biokemijski podaci ispitanika s obzirom na stupanj
uhranjenosti te s obzirom na provodenje ukupne prosjecne tjelesne aktivnosti.

U drugom dijelu rezultata, slikama 14 - 17 prikazani su genomicki podaci koji su dobiveni
analizom crijevne mikrobiote ispitanika (taksonomska raznolikost, alfa i beta raznolikost) te
slikama 18 i 19 povezanost dvaju najzastupljenijih bakterijskih koljena crijevne mikrobiote s

tjelesnom aktivno$cu, a s obzirom na stupanj uhranjenosti.
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4.1. OPCI, ANTROPOMETRIJSKI | BIOKEMIJSKI PODACI TE PODACI O
TJELESNOJ AKTIVNOSTI

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 40 ispitanika, od cega je bilo podjednako muskog i
zenskog spola, po 20 ispitanika oba spola, u dobi od 18 do 35 godina. Prosjek godina svih
ispitanika iznosio je 25,8 + 4,32 godina. S obzirom na stupanj uhranjenosti, ispitanici su
raspodijeljeni u tri skupine — pothranjeni, adekvatno uhranjeni i ispitanici s prekomjernom
tjelesnom masom / pretili ispitanici (tablica 1). S obzirom na ITM 10 ispitanika (25 %) je bilo
adekvatno uhranjeno, 17 ispitanika (42,5 %) je bilo pretilo, a 13 ispitanika (32,5 %) je bilo
pothranjeno. Veci broj muskaraca (70,6 %) je bio u skupini pretilih ispitanika u odnosu na zene
(29,4 %). Veci broj Zena bio je u skupinama pothranjenih (61,5 %) i adekvatno uhranjenih (70
%) dok je broj u istim skupinama kod muskaraca bio znatno nizi (pothranjeni 38,5 % i
adekvatno uhranjeni 30 %). U ovom radu nastojala se povezati tjelesna aktivnost ispitanika s

mikrobiotom crijeva.

Tablica 1. Usporedba dobi i spola izmedu ispitanika s obzirom na stupanj uhranjenosti

Ukupno Muskarci Zene
Ispitanici (n=40) 40 20 20
Spol (%) 50,0 50,0
Dob (godine) (X = SD) 25,8 + 4,32 25,9+4,33 25,7 +4,34
Kategorije prema ITM (%)
Adekvatno uhranjeni 25,0 30,0 70,0
ispitanici (n=10)
Pretili ispitanici (n=17) 42,5 70,6 29,4
Pothranjeni ispitanici 32,5 38,5 61,5
(n=13)
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Tablica 2. Tjelesna aktivnost koju su ispitanici prijavili prilikom popunjavanja GPAQ upitnika
(prikazano kao x £ SD) s obzirom a spol i indeks tjelesne mase (ITM)

Spol IT™M
Ukupno 5 Prekomjerna
Muskarci  Zene p Adekvatna ™/ Pothranjenost p
™ .
pretilost
Ukupna tjelesna aktivnost
GPAQ
(MET-  O8138  gga534 09740 oupp 58200% 9043L8x  38BO:
_ mln_l 5142.8 4863,7 5516.5 3079,5 5886,7 3558,4
tjedan™)
GPAQ
(min
. 2890+ 31575+ 2623z 2315+ 3894 + 2019+
-1 1 1 1 1 1 1
tedan™  ygos0 2063 1722 0197 1239 203,2 157,8 0.783
MVPA)
Jaka tjelesna aktivnost
GPAQ
(MET. (00444 782167 753867 0375 5780% 1005857+ 449143 /
_ mln_l 580563 561599 614627 3381,81 6342,23 4550,02
tjedan™)
Umjerena tjelesna aktivnost
GPAQ
(MET- 5008 + 4628,57 5893’33 0093 5880 + 6506,67 2346,67 /
_ mln_l 2674,39 237329  3688,98 3062,72 439,24 1551,95
tjedan™)
Sjedenje
GPAQ
(MET- 318+ 30,9+ 32,7+ 334+
sati 16.8 195 14.0 0,190 15.6 34,0+ 20,0 276 +131 0,038
tjedan?)

* p<0,05 smatra se statisticki znacajno

Promatrajuci dobivene podatke GPAQ upitnikom, Zene su neSto malo viSe tjelesno aktivne, a
kada se pogleda razina tjelesne aktivnosti to je ¢eS¢e umjerena tjelesna aktivnost u usporedbi s
muskarcima koji ¢eSc¢e provode jaku tjelesnu aktivnost (iako za niti jednu od navedenih razlika
nije utvrdena statisticki znacajna razlika), §to nije u skladu s ranije objavljenim rezultatima na
populaciji ¢eskih odraslih osoba gdje muskarci provode vise tjelesne aktivnosti u odnosu na
zensku populaciju (Hamrik i sur., 2014). Jedina utvrdena znacajna razlika je izmedu ispitanika
u vremenu koje utroSe na sjedilacko ponaSanje, a s obzirom na indeks tjelesne mase, gdje
najmanje sjedilatkog ponaSanja imaju ispitanici koji spadaju u kategoriju pothranjenih, dok
najviSe vremena na sjedenje utroSe ispitanici iz skupine s poviSenom tjelesnom masom i

pretiloScu (tablica 2).
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Slika 10. Razina tjelesne aktivnosti (MVPA) izrazena u minutama tijekom prosje¢nog tjedna,
prikazana s obzirom na $ifru ispitanika (uzorci su Sifrirani s obzirom na stupanj uhranjenosti;

pod 100 se nalaze pretili, pod 200 adekvatno uhranjeni; pod 300 pothranjeni ispitanici)

Iz slike 10 moze se iscitati kako tijekom prosjeénog tjedna ispitanici povecane tjelesne
mase/pretili ispitanici provode najvise minuta u nekom obliku tjelesne aktivnosti, $to nije
oc¢ekivani rezultat s obzirom na njihov sastav tijela, no ako se to poveze s rezultatima svih
kategorija GPAQ upitnika (tablica 2) vidljivo je da ti isti ispitanici provode najvise sati tjedno
u sjedilackom nacinu Zivota, a da je intenzitet aktivnosti (i vrijeme provedeno u istoj) nerealno
velik, $to bi se moglo povezati s ranijim istrazivanjima da se ispitanici, upravo zbog Zelje da se
pokazu u boljem svjetlu te da rade sve za svoje zdravlje precjenjuju u kategorijama koje oni

sami smatraju da povoljno utjecu na vlastito zdravlje (Watkinson i sur., 2010).

Sjedilacke navike, odnosno vrijeme koje ispitanici u ovom istrazivanju provode sjedeéi i
odmarajuci (slike 11 - 13) u skladu je rezultatima koji su dobiveni u ¢eskoj populaciji u osoba
sli¢ne zivotne dobi (18 - 39 godina) (Hamrik i sur., 2014). Vrijednosti SB (sjedilacke navike)
dobivenoj u tom istraZivanju nesto su blizi rezultatima populacije pretilih ispitanika iz ovog

istrazivanja u odnosu na preostale dvije skupine.
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Slika 11. Rezultati GPAQ upitnika - razina tjelesne aktivnosti (MVPA) izraZzena u minutama
tijekom prosjecnog tjedna te sjedilacke navike (SB) izrazene u minutama tijekom prosje¢nog
dana prikazana s obzirom na $ifru ispitanika — ispitanici s prekomjernom tjelesnom masom /

pretili ispitanici
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Slika 12. Rezultati GPAQ upitnika - razina tjelesne aktivnosti (MVPA) izraZena u minutama
tijekom prosje¢nog tjedna te sjedilacke navike (SB) izraZzene u minutama tijekom prosjeénog

dana prikazana s obzirom na $ifru ispitanika — adekvatno uhranjeni ispitanici
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Slika 13. Rezultati GPAQ upitnika - razina tjelesne aktivnosti (MVPA) izraZzena u minutama
tijekom prosjecnog tjedna te sjedilacke navike (SB) izrazene u minutama tijekom prosje¢nog

dana prikazana s obzirom na $ifru ispitanika — pothranjeni ispitanici

PoviSen krvni tlak, dijabetes tipa 2, dislipidemija te neke vrste karcinoma su kroni¢ne bolesti
koje se vrlo Cesto povezuju s prekomjernom tjelesnom masom (Lavie i sur., 2009). Ispitanicima
koji su sudjelovali u istraZivanju izmjeren je sistolicki i1 dijastolic¢ki krvni tlak te su mjereni
odredeni biokemijski parametri (glukoza 1 kolesterol iz kapilarne krvi) kako bi se dobio uvid u
zdravstveno stanje samog ispitanika i postojanje mogucih rizi¢nih faktora za razvoj kroni¢nih
bolesti. 1z tablice 3 je vidljivo da skupina ispitanika u skupini s prekomjernom tjelesnom
masom i pretilo§¢u ima visi sistoli¢ki krvni tlak u odnosu na skupinu s adekvatnom tjelesnom
masom te je pokazano da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,001) u vrijednostima
sistoli¢kog krvnog tlaka u pretiloj skupini ispitanika. Ostali prac¢eni biokemijski parametri nisu
se statistiCki znacajno razlikovali u ispitivanim skupinama $to je i o¢ekivano s obzirom na to
da se radi o zdravoj populaciji, mlade zivotne dobi kod kojih se jo$ ne ocekuje visoki parametri
arterijskog krvni tlaka, GUK-a te kolesterola. Unato¢ tome, moze Se vidjeti da je u skupinama
koje provode vise tjelesne aktivnosti nesto nizi arterijski krvni tlak, kao i koncentracija glukoze
u krvi, a §to je u skladu sa spoznajama o blagotvornom ucinku tjelesne aktivnosti na

biokemijske parametre (Leite Risardi i sur., 2018; Medina i sur., 2018; Teh i sur., 2015).
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Tablica 3. Biokemijski parametri ispitanika s obzirom na stupanj uhranjenosti i tjelesnu

aktivnost
Krvni tlak Krvni tlak GUK?*
R s AV Kolesterol
sistolicki dijastolicki (mmol L)
(mmHg) (mmHg) (mmol L™
Svi ispitanici 123,53 + 15,53 78,23 +£1,35 4,42 + 4,82 +£0,13
(n=40) 0,14
MET > 150 min 123,33 + 78,21 +£8,79 4,45 + 4,81+ 0,80
tjedan (n=29) 15,68 0,87
MET < 150 min 123,30 £ 16,1 77,81 +8,85 4,44 + 4,83 +£0,82
tjedan-1 (n=11) 0,82
Adekvatno 119,20 £ 11,25 75,80 £ 2,96 4,18 + 4,68 0,28
uhranjeni (n=10) 0,25
MET > 150 min 116 +11,25 74,29 £ 9,91 4,13 0,52 4,71 £1,05
tjedan™ (n=8)
MET < 150 min 126,67 + 8,39 79,33 £ 8,50 43+1,44 4,62 +£0,32
tjedan™ (n=2)
Pothranjeni 113,69 £ 12,61 76,23 £2,14 4,28 + 4,81+0,28
ispitanici (n=13) 0,17
MET > 150 min 119,71 £ 7,52 78,46 = 4,79 411 * 5,03 +£1,09
tjedan™ (n=7) 0,61
MET < 150 min 106,67 + 14,28 79,67 = 10,03 447 * 457 £0,91
tjedan™ (n=6) 0,65
Pretili ispitanici 133,59 + 14,12 81,18 + 2,08 4,67 + 480+0,17
(n=17) 0,26
MET > 150 min 132,07 + 80,14 + 6,81 4,72 + 4,76 + 0,50
tjedan™ (n=14) 11,37 1,12
MET <150 min 140,67 + 25,77 86 + 15,62 4,47 + 5,53+0,35
tjedan™ (n=3) 0,93

#GUK — glukoza u Kkrvi

Svi ispitanici ukljuceni u ovo istraZivanje vodili su trodnevni dnevnik prehrane neposredno
prije davanja uzorka stolice za analizu sastava crijevne mikrobiote, odnosno neposredno prije
dolaska na inicijalno antropometrijsko mjerenje. Uz pomo¢ trodnevnog dnevnika prehrane
dobio se uvid u prehrambene navike ispitanika, njihov unos energije, makronutrijenata i
vlakana. Iz trodnevnog dnevnika prehrane izraCunat je prosjeCan unos energije,
makronutrijenata i vlakana (tablica 4) te su ispitanici raspodijeljeni s obzirom na stupanj
uhranjenosti 1 koli¢inu tjelesne aktivnosti. Iz tablice je vidljivo da nema znacajne razlike u
prosjecnom dnevnom unosu energije, ugljikohidrata, masti, proteina i vlakana izmedu
ispitivanih skupina. Razlog tome moze biti §to se radi o mladoj odrasloj populaciji medu kojima
su jo$ i studenti te imaju sli¢an obrazac prehrambenog ponaSanja (¢esto konzumiranje hrane

vani ili dostave hrane i sl.). U skupini ispitanika adekvatne tjelesne mase utvrden je znacajno
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veéi energetski unos te unos makronutrijenata, ali ne i vlakana u skupini koja je provodila

manje od 2,5 h tjelesne aktivnosti tjedno, no kako se radi o0 malom broju ispitanika (sve 2) nije

smisleno provoditi statistiCke analize, ali je dobar podatak i pokazatelj za daljnja istrazivanja.

Tablica 4. Dijeteticki podaci dobiveni analizom trodnevnog dnevnika prehrane kod ispitanika

s obzirom na stupanj uhranjenosti i tjelesnu aktivnost ispitanika

Svi ispitanici
(n=40)
MET > 150
min tjedan
(n=29)
MET <150
min tjedan
(n=11)
Adekvatno
uhranjeni
(n=10)
MET > 150
min tjedan
(n=8)
MET <150
min tjedan
(n=2)
Pothranjeni
ispitanici
(n=13)
MET > 150
min tjedan
(n=7)
MET < 150
min tjedan
(n=6)
Pretili
ispitanici
(n=17)
MET > 150
min tjedan
(n=14)
MET <150
min tjedan
(n=3)

Energija

(kcal; x = SD)

244744 +
698,05

2422,04 +
688,19

244585 +
720,69

2511,87 +
783,45

2182,26 +
625,48

3280,98 +
566,42

2319,19 =
507,78

2458,78 +
299,75

2156,34 +
672,23

2507,62
793,27

2631,41 +
821,20

192991 +
207,14

Ugljikohidrati
(gdan?; x+
SD)
291,77 £
142,04

291,40 +
143,88

282,70 +
137,64

278,99 +
100,33

234,66 + 67,91

Proteini (g
dan?; x+ SD)

95,71 + 32,89

94,57 + 32,51

94,16 + 33,23

96,61 *+ 36,69

82,23 + 29,86

382,41 £92,43 130,16 + 31,12

303,88 +
190,65

87,32 + 26,14

297,16 £51,53 98,03 + 25,40

311,71 +
289,67

290,03 +
126,62

298,37
131,85

251,12 +
111,84
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74,83 £ 22,75

101,59 + 35,68

105,66 + 37,5

82,62 +19,72

Masti (g
dan’; x + SD)

113,12 + 36,06

111,69 + 35,38

113,51 +37,49

111,00 + 34,45

101,48 + 30,69

133,22 + 38,19

104,23 + 27,59

99,97 £12,79

109,21 + 39,69

121,15 + 42,38

126,85 + 43,08

94,57 + 31,85

Vlakna (g
dan’; x + SD)

23,79+ 12,60

2391+ 12,75

22,45 + 10,65

20,28 + 8,23

21,17 £ 8,93

18,22 + 7,49

26,87 + 17,17

34,80 + 19,15

17,62 + 8,73

23,50 + 10,62

24,83 + 10,74

17,29 + 9,01



Sastav tijela kod ispitanika mjerio se analizatorom TANITA koji radi na principu bioelektri¢ne
impedancije (tablica 5). Statisti¢ka analiza antropometrijskih mjerenja o ispitanicima koji su
bili podijeljeni u tri skupine prema njihovom stupnju uhranjenosti (adekvatno uhranjeni,
pothranjeni i pretili ispitanici) pokazala je da postoji statistiCka znacajna razlika (p<0,05)
izmedu promatranih skupina za sve ispitivane parametre sastava tijela, sto se i oc¢ekivalo s
obzirom na razli¢ite stupnjeve uhranjenosti. Unutar svake skupine, a s obzirom na raspodjelu
prema vremenu provedenom u bavljenju tjelesnom aktivnosti (vise ili manje od 2,5 sata tjedno)
nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika s obzirom na promatrane antropometrijske parametre

(tablica 5).
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Tablica 5. Rezultati antropometrijskih mjerenja ispitanika te usporedba izmedu skupina s

obzirom na stupanj uhranjenosti i tjelesnu aktivnost (n=40)

Svi ispitanici
(n=40)
MET > 150
min tjedan™
(n=29)
MET < 150
min tjedan
(n=11)
Adekvatno
uhranjeni (n=10)
MET > 150
min tjedan
(n=8)
MET <150
min tjedan
(n=2)
Pothranjeni
ispitanici (n=13)
MET > 150
min tjedan
(n=7)
MET <150
min tjedan
(n=6)
Pretili ispitanici
(n=17)
MET > 150
min tjedan
(n=14)
MET <150
min tjedan
(n=3)

WHR

0,79+
0,09

0,79+
0,09

0,79
0,09

0,75
0,08

0,75
0,08

0,76 +
0,09

0,77 +
0,08

0,80 +
0,10

0,74 +
0,04

0,84
0,09
0,84
0,08

0,81+
0,13

Tjelesna
masa (kg)

76,42 +
3,86

76,29 +
25,04

76,93 =
25,40

63,49 £
2,45

61,37 £
5,10

68,43 +
11,78

53,89
2,18

55,81+
8,08

51,65+
7,69

101,25 £
3,75
101,81 +
16,12

98,63 £
14,48

Masno Masno
tkivo tkivo
(kg) (%)
16,34+ 20,24 +
1,55 8,69
16,45+ 20,39 +
10,03 8,76
16,42+ 20,31+
9,61 8,18
12,36+ 19,80+
0,82 5,01
1301+ 2131+
1,39 2,53
10,83+ 16,27 +
4,43 8,19
6,52 + 12,55 +
0,69 5,63
7,33+ 13,7 +
1,96 5,06
5,58 + 11,22 +
2,86 6,42
26,18+ 26,38
1,55 7,63
2551+ 2551+
6,47 16,10
29,77+ 3043+
5,51 5,74

* WHR — omjer struka i bokova; ITM - indeks tjelesne mase
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Masa
miSiéa
(kg)
57,10 +
2,67

56,86 +
18,12

57,5+
17,76

48,56
2,61

4591 +
4,86

54,73 +
12,44

44,97 +
2,39

46,03 =
9,19

43,73+
8,56

71,39 +
3,75
72,66 +
16,10

65,47
12,63

FFM
(kg)

60,08
+ 2,80
59,84
+
18,11
60,51
+
18,62
51,13
+2,75

48,36
+5,13

57,6+
13,05

47,37
+2,51

48,49
+9,64

46,07
+9,01

75,07
+3,92
76,4
16,86

68,87
*1
3,23

Razina
visceralnog
tkiva
3,63£0,52

3,64 £3,4

3,70+ 3,41

1,40 £ 0,27

1,29 +0,76

1,67 £1,15

1,00 + 0,00

1,00 + 0,00

1,00 + 0,00

6,94 + 0,62

6,5+1,91

9 +4,58



4.2. PODACI DOBIVENI SEKVENCIONIRANJEM CRIJEVNE MIKROBIOTE

Crijevna mikrobiota se proucava ve¢ desetlje¢ima, medutim velika raznolikost
mikroorganizama u crijevima i nemogucnost standardnih tehnika uzgoja i izolacije da
identificiraju sve prisutne mikroorganizme su ogranicile njihovo proucavanje. S pojavom
visokopropusnih tehnologija sekvenciranja DNA molekule i1 njihovim koriStenjem za
identifikaciju mikroorganizama na temelju o¢itanog slijeda DNA dobio se uvid u Citavu $irinu
I bioraznolikosti organizama u crijevima (Sweeney i Morton, 2013). Koljena Firmicutes i
Bacteroidetes dominiraju u sastavu mikrobiote crijeva, dok su rjede prisutni ¢lanovi koljena
Proteobacteria, Actinobacteria i Verrucomicrobia (Shin i sur., 2015). Na slici 14 je prikazan
taksonomski sastav mikrobiote stupCastim dijagramima za svaki uzorak na odabranom
taksonomskom nivou koljena, iz kojeg se moze vidjeti kompleksnost i razli¢itost sastava
crijevne mikrobiote svakog ispitanika. Taksonomska klasifikacija dobivena je poravnavanjem
reprezentativne sekvence svake operacijske taksonomske jedinice (OTU) sa Silva 16S rRNA

bazom podataka.

e . d__Bactenap__Firmicutes
. d__Bacteris;p__Bacteroidota
d__Bactenap__Actincbacterota
o0 d__Bacteria:p__Proteobacteria
d__Bacteria;p__\errucomicrobiots
R @ d__Archaes;p__Euryarchaeots
€ e . d__Bactenia:p__Desulfobacterots
1 - d__Bacteris;p__Cyanobacteris
N . Unassigned;__
; L . d__Bactenis;p__Fusobacteriota
v d__Bacteria;__
n d__Bacteria;p__Patescibactena
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D d__Archses;p__Thermoplasmatots
Z so%
a
s
t
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o
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I
10% H ! ‘
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Slika 14. Taksonomska raznolikost crijevne mikrobiote na razini koljena dobivena nakon
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analize uzoraka stolice ispitanika (uzorci su Sifrirani s obzirom na stupanj uhranjenosti; pod

100 se nalaze pretili, pod 200 adekvatno uhranjeni; pod 300 pothranjeni ispitanici)

Osim taksonomske analize promatrane su i mjere alfa i beta raznolikost. Raznolikost pojedinog
uzorka, odnosno procijenjeni broj vrsta u svakom uzorku opisuju metrike koriStene za
raCunanje alfa raznolikost. Za odredivanje raznolikosti vrsta unutar uzorka koristeno je vise
indeksa dok su u rezultatima prikazani indeksi opazeni OTU (eng. observed_otu) i filogenetske
udaljenosti (eng. Phylogenetic diversity). KoriSteni indeks opazeni OTU daje broj
identificiranih bakterijskih vrsta u uzorku, neovisno o njihovoj zastupljenosti, dok indeks
filogenetske udaljenosti daje filogenetsku povezanost opazenih bakterija u uzorku. Za
vizualizaciju alfa raznolikosti koriste se regresijske krivulje koje su prikazane na slikama 15 i
16, gdje se na x-osi nalazi dubina sekvenciranja, a na y-osi metrika koristena za racunanje alfa
raznolikosti. Pretpostavka u ovom istrazivanju bila je da pretili ispitanici imaju nizu tjelesnu
aktivnost te da je to uzrok povisenom indeksu tjelesne mase i u konacnici razlike u raznolikosti
crijevne mikrobiote. Analiza statisticke znacajnosti dobivenih indeksa alfa raznolikosti nije
pokazala znacajnu razliku izmedu skupina definiranih razinom tjelesne aktivnosti ispitanika,
Sto je vidljivo na slikama 15 i 16. Slika 15 prikazuje procijenjeni broj OTU-a za skupine
definirane prema tjelesnoj aktivnosti, dok slika 16 prikazuje filogenetsku udaljenost unutar
skupina. Broj bakterijskih vrsta identificiran u skupinama iznosi izmedu 166 i 175. Indeks
filogenetske udaljenosti pokazuje veéu vrijednost u skupini s niskom tjelesnom aktivnoscu §to
implicira da su bakterije identificirane u toj skupini taksonomski udaljenije, odnosno razli¢itije,
nego u druge dvije skupine. lako je bitho napomenuti da je skupina ispitanika s niskom
tjelesnom aktivno$¢u najmanja 1 sastoji se samo od dva ispitanika, $to bi moglo utjecati na

vrijednost indeksa.
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Slika 15. Refrakcijske krivulje alfa raznolikosti crijevne mikrobiote s obzirom na razinu
tjelesne aktivnosti ispitanika - prikazuju procijenjeni broj OTU-a za skupine definirane prema
tjelesnoj aktivnosti
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Slika 16. Refrakcijske krivulje alfa raznolikosti crijevne mikrobiote s obzirom na razinu

tjelesne aktivnosti ispitanika - prikazuju filogenetsku udaljenost unutar skupina
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Analizom beta raznolikosti uzoraka, mjerena metrikama tezinske i1 netezinske Unifrac
udaljenosti, nije detektirano grupiranje uzoraka prema promatranim kategorijama. Na slici 17
prikazana analiza beta raznolikosti uzoraka mjerena netezinskom Unifrac metrikom, koja
prikazuje sli¢nost uzoraka temeljenu na prisustvu pojedinih bakterijskih vrsta, rezultirala je
grupiranju uzoraka u dvije grupe koje ne koreliraju s obzirom na stupanj uhranjenosti te tjelesnu

aktivnost ispitanika uklju¢enih u istrazivanje.

0S2(10.10 %) i [l Adekvatna TM&jaka TA

. Adekvatna TM&umjerena TA
[] Pretilost & jaka TA
Qo . Pretilost & umjerena TA
&o . Pothranjenost & jaka TA
L] l:‘ Pothranjenost & niska TA
’o |:| Pothranjenost & umjerena TA

0S 3 (7-919-%) 05-118.17 %)

Slika 17. Beta raznolikost crijevne mikrobiote ispitanika s obzirom na stupanj uhranjenosti i

tjelesnu aktivnost (TA) prikazana tezinskom UniFrac metrikom
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4.2.1. Povezanost sastava crijevne mikrobiote i razine tjelesne aktivnosti ispitanika

Kod ispitanika svih stupnjeva uhranjenosti najzastupljeniji su bili predstavnici koljena
Firmicutes i Bacteroidetes, ina¢e naj¢es¢i predstavnici humane crijevne mikrobiote. U ukupnoj
populaciji ispitanika zastupljenost koljena Firmicutes je bila 54,66 = 13,55 % dok je
zastupljenost koljena Bacteroidetes bila 33,42 + 14,40 %. Promatrano po skupinama stupnja
uhranjenosti najveci udio koljena Firmicutes prisutan je u pretiloj subpopulaciji (57,67 + 14,45)
dok je najmanja zastupljenost tog koljena u pothranjenoj subpopulaciji (50,00 = 11,07).
Najmanja zastupljenost koljena Bacteroidetes je u pretiloj populaciji (28,26 + 14,32), a najveca
u pothranjenoj (41,24 + 11,07). Povecani udio koljena Firmicutes i smanjeni udio koljena
Bacteroidetes jedan je opazenih promjena crijevne mikrobiote pretilih osoba (Ley i sur., 2005),
Sto je potvrdeno 1 u ovom radu. Utjecaj razine tjelesne aktivnosti nije utjecao na opaZene
zastupljenosti koljena Firmicutes i Bacteroidetes unutar pretile i pothranjene subpopulacije te
je kod njih udio oba koljena relativno konstantan neovisno o stupnju tjelesne aktivnosti
ispitanika. Kod subpopulacije adekvatnog stupnja uhranjenosti primijeena je negativna
korelacija izmedu stupnja tjelesne aktivnosti i zastupljenosti koljena Firmicutes i
Bacteroidetes. Smanjenje zastupljenosti koljena Firmicutes povecavanjem tjelesne aktivnosti
ispitanika adekvatnog stupnja uhranjenosti u skladu je s rezultatima dobivenim u pilot-studiji
koju su proveli Valeriani i suradnici (2020), dok je u suprotnosti sa studijom Lambert i sur.
(2013) (slika 18), a jednako je kod iste populacije uofeno i u zastupljenost koljena
Bacteroidetes (slika 19). Zanimljivo je za promotriti kako pretila skupina ispitanika ima visi
udio bakterija iz koljena Firmicutes u odnosu na Bacteroidetes u usporedbi s populacijskom
skupinom adekvatne tjelesne mase, a da u skupini osoba adekvatne tjelesne mase upravo
zastupljenost bakterija iz koljena Firmicutes smanjuje povecanjem koli¢ine tjelesne aktivnosti
(slika 18), ali se jednako tako smanjuje i zastupljenost bakterijskih vrsta iz koljena
Bacteroidetes (slika 19), dok je suprotno uoceno u ostalim populacijskim skupinama gdje se
biljezi porast. Za zakljuciti je da utjecaj razine tjelesne aktivnosti ispitanika na sastav crijevne
mikrobiote daje kontradiktorne rezultate te da su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se utjecaj

tjelesne aktivnosti mogao jasno povezati sa sastavom crijevne mikrobiote.

41



Firmicutes

30000

25000 o ©
. °
3 °
.qC__)‘ 20000 ® ® ®
T | e ¢
- R L ®
N | eeeeseeeees @ .u....._:::::::: ........................................................
@ 15000 ®--09® e °
s o
= °
2
aQ °
< 10000 ® o

5000

0
-1000 1000 3000 5000 7000 9000 11000 13000 15000 17000
MET (min tjedan')
® Pretili ® Adekvatni Pothranjeni
--------- Linearna (Pretili) ----+---- Linearna (Adekvatni) Linearna (Pothranjeni)

Slika 18. Prikaz linearne povezanosti udjela bakterijskih vrsta iz koljena Firmicutes u odnosu

na uobicajenu tjelesnu aktivnost ispitanika (s obzirom na stupanj uhranjenosti) izrazenu kao

MET (min tjedan™?)
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Bacteroidetes
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Slika 19. Prikaz linearne povezanosti udjela bakterijskih vrsta iz koljena Bacteroidetes u
odnosu na uobicajenu tjelesnu aktivnost ispitanika (s obzirom na stupanj uhranjenosti) izrazenu

kao MET (min tjedan™)
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5.

ZAKLJUCCI

Na temelju prikupljenih i obradenih podataka u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti sljedece:

1. S obzirom na tjelesnu aktivnost procijenjenu GPAQ upitnikom moze se zakljuciti da

nije utvrdena razlika izmedu ispitanika, a uzimajuci u obzir spol te stupanj uhranjenosti.
Ocekivano je utvrdena razlika u promatranim antropometrijskim veli¢inama s obzirom
na indeks tjelesne mase, ali nije utvrdena razlika u istim parametrima s obzirom na
stupanj tjelesne aktivnosti koji su ispitanici provodili

Promatrani biokemijski parametri nisu se znacajno razlikovali s obzirom na stupanj
uhranjenosti i razinu provodenja tjelesne aktivnosti no moze se uociti povecani
arterijski krvni tlak kod pretilih, kao i kod osoba koje provode manje od 2,5 h na tjedan
tjelesne aktivnosti, jednaki trend uocava se i za koncentracije glukoze u krvi.

Prema dijetetickim parametrima (ukupan unos energije, ugljikohidrata, proteina, masti
i vlakana) dobivenim iz trodnevnog dnevnika prehrane nije utvrdena znacajna razlika
izmedu promatranih skupina.

S obzirom na alfa- i beta- raznolikost nije utvrdeno grupiranje uzoraka koje koreliraju
s obzirom na stupanj uhranjenosti, odnosno tjelesnu aktivnost ispitanika ukljuc¢enih u
istrazivanje, odnosno zbog malog broja ispitanika u skupini niske tjelesne aktivnosti ne
skupine na $to impliciraju dobiveni rezultati.

Povezujuéi tjelesnu aktivnost i sastav mikrobiote ne moze se donijeti konzistentan
zakljucak, no moze se primijetiti trend smanjenja udjela Firmicutes i Bacteroidetes u
skupini ispitanika adekvatne tjelesne mase s povecanjem tjelesne aktivnosti, dok je
obrnuti trend zabiljezen u skupinama ispitanika s pove¢anom tjelesnom masom i

pretiloSc¢u te pothranjene skupine ispitanika.

Potrebna su daljnja istraZivanja koja ¢e ukljucivati ve¢ broj ispitanika iz svih skupina razli¢itih

stupnjeva uhranjenosti, kao i s razli¢itim intenzitetima provodenja tjelesne aktivnosti kako bi

se moga utvrditi utjecaj tjelesne aktivnosti (s i bez kombinacije utjecaja stupnja uhranjenosti)

na sastav crijevne mikrobiote zdrave populacije.
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