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1. UVOD
*6YH EROHVWL |[DSRPLQMX X FULMHYX 3

- Hipokrat 460 BC

Pojmove mikrobiote i mikrobioma se prvenstveno povezuje s mikroorganizmima Kkoji
obitavaju u ljudskom debelom crijevu. Neki znanstvenici tvrde za mikrobiotu da je ona visoko
VSHFLMDOL]JLUDQ RUJDQ NRML VDGUAL ]DMHGQitektxn PLNURE
utjecaj na zdravlje ili bolest ljudNajnovije istradvanje je dalo rezultatekoji procjenjujuda
seu i naljudskom tijelu nalazibakterijate &ne do 0,2 kg, odnosno3,8*10" bakterija té
znalp daje omjer mikrobnihi ljudskih stanicaotprilike 1:1 nasprandosadahjih tvrdnji daje
u ljudskomtijelu 10 putavi & bakterijskinnegoljudskih stanica(Sendei sur., 2016) 7DNRyHU
se procjenjuje da se crijevna mikrobiota sastoji od 000 zasebnih vrsta bakterija koje sve
pripadaju uWVHGDP EDNWHULMVNLK NROMHQD RG pHJD XNXSQF
Firmicutes,BacteroidetesProteobacteria Actinobacteriate manje od 1% pripada koljenima
Verrucomicrobia, Cianobacteria Fusobacteria 'f$UJHQLR L 6DOYDWRHH :

&ULMHYQD PLNURELRWD MH VORAHQ L GLQDPLpPDQ H
RUJDQL]JPRP GRPDULQD LPD QD QMHJID UD]OLPpLW XWMHF
LPXQRORAGNL L HQGRNULQL VXVWDY D VYDN HavNfiepeVvL WDW L
PLNURELRWH PRJX UH]XOWLUDWL GLVELR]JRP NRMX LVWUDA3Z
raznih upalnih crijevnih bolesti (Ursell i sur., 2012; Borody i sur., 2013). Kako bi se bolje
VKYDWLR WDM VLPELRWVNL RGIQRODW IS RWYY HARRU M H IL F WRELLER
sastav mikrobiote zdrave populacigD WHPHOMX NRMHJ EL VH ODN&H XRp
mogle povezati s pojavom bolesti. Upravo se ovom problematikom bave MetaHimP?
projekti koji su najnovijim sekvencijskinanalizama metagenoma iznjedrile katalog gena

PLNURRUJDQL]DPD X NRMHP MH LGHQWLILFLUDQR PLOLM
MH RWSULOLNH SXWD YL4AH RG OMXGVNRJ JHQRPD L QD
uzajamnih djelovanja mikrobiotd. GRPDULQD /R]J]XSRQH L VXU 3RY

UD]XPLMHYDQMD IXQNFLMD PLNURELRPD EL VH RPRJXI
SURJQRVWLpPpNLK L WHUDSHXWVNLK VWUDWHJLMD NRMH VH
VH QD WDM QD [judgkoxtvaMije.FID /R IQDD]ORJD VH YHOLNL QDSR
QRYLK VXVWDYD L PRGHOD NRMLPD EL VH XpLQNRYLWR V
RPRJXULOR LVWUDALYDQMH XWMHFDMD UD]OLPLWLK LQWHU

!MetaHIT- HQJ A(XURSHDQ OHWDJHQRPLFV RI WKH +XPDQ ,QWHVWLQDO 7UL
2HMP-eng. A+ XPDQ OLFURELRPH 3URMHFW3
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In vitro PRGHOL RPRJXUXMX EU]JH MHGQRVWDYQH L MHIWL
PLNURELRPD X MHGQRP LOL YLAH RGMHOMDND FULMHYD L V
]JERJ QDYHGHQLK NDUDNWHULVWLND QDMYHuUL QDSRUL
reprodullELOQRVWL L SRGIRBE@RWXWMWDDPO NRMLKWH NRULVWH

crijevne mikrobiote.

6YUKD RYRJ UDGD MH ELOD LVSLWDWL MROLNR
vitro sustawpodoban]D RGUADYDQMH SRVWRMDQRJ VD WiwWwdgov@ LQRN X(
mikrobiote na uvjete uzgoja in vitro sustavu, utjecaj hranjive podloge na mikrobitetu

reproducibilnost samogustava.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.GRA A | FUNKCIJA DEBELOG CRIJEVA

'HEHOR FULMHYR VH SURWHA&H RG NUDMQMHJ GLMHOD
PHWDUD L pL QukudnddFQX NS YWIORIKeMBOE BIL himushVYDNL GDQ Xy H
X GHEHOR FULMHYR JGMH VH DSVRUELUD JODRDFREQDOXPDEG HNVI
50 + P/ WHNXULQH 6WROLFD VH QRUPDOQR VDVWRML RG F
krute tvari u kojoj 30% otpada na anorganske tvat, 2 pLQH EMHODQPHYLQH WH R
JUXEL QHSUREDYOMHQL RVWDW-HRIREDDQ HK WHR NRR/NXKE HQ R O/NDX
stanice. Debelo crijevo se dijgla cekium,NRORQ UHNWXP L DQ® ®®L RWYRL
dalje dijeli na uzlazni, SR SUHDpS&azni te sigmoidalni kolon.

8]OD]QL NRORQ VH X]OD]QR QDVW phkn MdubiuDispedH N X PV
GHVQRJ UHAQMD MHWUH L [uy )¢ Qtprilikke@ 0EoXce@imetara MOHNK K i (DL
dio apsorpcije se odvija upravo u ovom dijelu debelog crijeva te se stoga ovaj dio naziva i
3D SV RUSFL MRoylavithl BeCapsQrbiraju etedliti poput natrija i klorida te poglavito
voda a pH koji prevladava u ovom dijelu kolonaD U L U D L ]-FsHNeXuzlazni kolon se
vrijednost uglavhom 6- 6.5, QDNRQ pHJD VOLMHGL VLOD]QmagGiaR NRORC
X]OD]QRJ WH VPMHaAWHQ GXEOMH X WUEXaQRM aXSOMLQL M
Dug je otprilike 25 centimetara telz UD]JOLNX RG X]OD]QRJ apRaptijuy HOULQR
VLOD]QL NRORQ XJODYQRP VOXat ITDHRKUDOAWNDGMIQEP N
pH u ovom dijelu je poglavit@d 6.5- 7 (Grey i Lewis, 1918; Guyton i HalR010; Brug ge i
sur, 201).

Sigomoidalni
kolon

Slkal. 'LMHORYL GHEHORJ FULMHYD,2816) ODJRYHQR RG $QROQ\F

3HimusiVPMHVD NRMD QDVWDMH X 8HOXGFX PLMH&DQMHP KUDQH L 8HOXGpDRui®20RANRYD RGDNOH GDOMH
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'HEHOR FULMHYR LPD pHWLUL VORMD VHUR]QL PLA&ALGQL
6HUR]QL VORM ODW 32*7XQLFD VHURVD" MH GLR SHULWR
UD]JOLPLWGHEMEBRRY¥HLMHYD OLALUQL VORM ODW 37XQLFED
X]GX&QLK SRSUHpPQR SUXJDK W UK QX R XV B Uihe Ua§@IOSDMDNP L &
IRUPLUDMX NRQWLQXLUDQ VORM GX& FLMHOH SKRINIUALQH Gt
RQL VX UDVSRUHVHQL X UDYQD X]GX4QD SRMDVD NRMD V
FULMHYR L VOX&H ]D IRUPLUDQMH LVSXSpHQMD NDUDNWH!
PLALUL WYRUH DBRQNXVJORNMRQW U DN FNRM HF ¥V HMWY ®UA D MO K N
SRPLpH L] MHGQRJ GLMHOD X GUXJL OXNR]QD PHPEUDQD C
VORM NRML ]D UD]JOLNX RG PXNR]QRJ VORMD X WDQNRP FU
MH XORJD OXpHQMH VORDOBIH)MRMRYGHWDNRYH]GEH L OLPI!
YHILYQR WNLYR ODW 37HOD VXE PXFRVD" SRYH]XMH PLA&LI

Jednoslojni
cilindricni
epitel

Vrcaste
stanice
Crijevne
Kripte
MisSi¢na
sluznica

Serozna

- 2 - membrana
Nakupina UzduZni KruZni
limfnih misiéni S
évorova L sloj

Misiéni slojevi
Slika 2. Struktura epitela debelog crijfeD 3 U L O D J R Ri<{oR, IS ,ROHT} D

0,.52%,27% , 1-(1 =1&%$="539/-( y29-(.%

Humana nkrobiota se definira kao zajednica mikroorganizam&oju pripadaju
bakteriMH DUKHMH YLUXVL L SRMNGMQRLRMHEOQRDWER QL ¥ Q H AL
i na ljudskom tijelu Drugi izraz koji se koristi uLVWUDALYDQMX L RSLVLYDQM?
PLNURELRP LJUD] NRML MH SUYL SXWD XSRWULMHELR -RV
zajednicu komenzalnih, simbiotskih i patogenih mikroorganizama koji obitavaju u tijelu.
'DQDaAQMD GHILQLFLMDUNGYV®D YFOLMID REVHRPN $SDQ JHQHWLp
mikrobiote. PRGUXpMH PROHNXODUQLK LVWUDALYDQMD NRMD S
naziva metagenomika' 1 $ U J H &dlvRtote 2015 ederberg i McCray, 2001



CrijievnhaPLNURELRWD REDYOMD UD]JQH IXQNFLMH NRMH OM
SURYHVWL L ]JERJ WRJD VH PRA@H UHUL GD PLNURELRWD REL
NRMH PLNURELRWD REDYOMD VX RGUADYDQMH Qi®&&PDOQLK
ubrajaju: fermentaciaOMXGLPD LQDpH QHSUREDNDR LAYLK VB VSR A M|
netopljiva vlakna, sintezaitamina, osobitovitamina B9, B12 i vitamina K te nekitirugih
esencijalnih mikronutrijenatametabolizaprehrambenih tokea i karenogena, konverzija
NROHVWHUR O koje daspiiuQuL debsidR¢djevo. Mikrobiotdoprinos sazrijevaju
LPXQRORANRJ VXNawrasy D diferevidfadijuHenterocita, regulaciju crijevne
DQJLRIJHQH]H L |1DAWLWX REAJPUBIHULPNLK SDWRJIHQD

=ERJ UD]OLPpLWLK IXQNFLMD NRMH PLNURELRWD YUA&L
RGUHYHQLK YLWDPLQD L HQJLPD YDAQLK ]D UD]JJPRG@BMX LQ
VH UHUL GD OMXGL |]DSUDYR LPDMX GYD JHG@RM®RMDPkoOMHGDQ |
GRELMX RG PLNURELRWH 1DMELWQLMD UD]JOLND L]JPHYX QM
tokom cjelog ALYRWD GRN JHQRP GRELYHQ RG PLNURELRWH SRG
bLQL YUOR GLYBURIHRHRathre 2015) Kapacitet kodiranjasveukupnog
mikrobnog genomaM H S X QR GY BH Q Hupadidd Radliranja koji ima ljudski genom.
&ULMHYQL PLNURELRP NRGLUD ELRNHPLMVNH SXWHYH NRM
toga sesmatra da je ljudska crijevna mikrobiotadividualni organ koji se nalazu
probavnom sustaiuNRML LPD PHWDERORP Ndjehdza RajuLse/smatraydsl jé L
najsvestraniji ljudski orga(Egert i sur, 2006)

SURPMHQD PLNURELRWH NUR] AaLYRWQX GRE L pLPE
mikrobiote u debelom crijevu

6YH GRQHGDYQR VH VPDWUDOR NDNR MH OMXGVNR GH
QDMQRYLMD LVWUDALYDQMD VX SRELOD WDNYH WYWGQMH (
utera Sekvencioniranjem 16S rRNA gena iz uzorgkeog mekonija zdrave ndR URYHQpPDGL
RWNULYHQR MH GD PHNRQLM VDGUAL UHODWLYQR MHGQF
predominantno bakterijski rodovi pop#ascherichiaShigella, Enterococcus, Leuconostoc,
Lactococcud Streptococcus -LPHQH] L VXU 'DSuMIQdldDdd S&W UD ALY C
utero PLNURELRP QH QDOD]L VDPR X FULMHYLPD IHWXVD Q
PLNURELRP MH RVNXGDQ SRSXW RQRJD X FULMHYLPD DC
PHWDEROLpPpNL DNWLYDQ L VYRMLP VDWWD MiRébioBDNWHULI
OLNURELRP SRVWHOMLFH YHULQRP pLQH QHSHriMe&uteslQH NRP



Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetdsusobacteria (Hollister i sur.,2014 Aagaard i
sur., 2014 )

S3R]IQDWR MH GD FULMHYR QRYRURYHQpPHWD LQLFLMDO
aerotolerantnim bakterijama iz porodidénterobacteriacaei rodova Streptococcusi
StaphylococcusGD EXGX PHyX SUYLP EDNWHULMDPD NRMH NRORC
SRYHUDQMHP EURMD IDNXOWDWLYQR DQDHUREQLK EDNWEF
SRWHQFLMDO SDGD QD QHJDWLYQH YULMHGQRVWL pLPH V
bakterjama iz rodovaBifidobacterium, BacteroidesClostridum QDNRQ pHJD VH RQH S
XPQRADYDWL L QMLKRYD ]JDVWXSOMHQRVW UDVWH GRN LVW
X FULMHYX X SUYLP WMHGQLPD 4LYRWD &RQZD\ 3/

SRPHWQL VIWWEDIYNBBREMRWH QRYRURYHQpPHWD RYLV
URYHQR YDJLQDOQLP SXWHP LOL FDUVNLP UH]RP 1RYRURY
PLNURELRWX VOLPpQLMX PLNURELRWL PDMpLQH YDJLQH 61
bakterijskim rodovima.actobacillusi Prevotela GRN QRYRURYHQPDG URYHQD F
imaju mikrobiotu kojom dominiraju bakterijski rodo@taphylococcus, Corynebacterium
Propionibacteriuma WR R]QDpDYD PLNURELRWX NRMD MH YL&H QDOL
QDpL Q B, SHalsastav mikrobiotatiecaj LPD L QDpLQ KUDQMHQMD QRYRI
]QDpLOR GD EHEH GRMHQH PDMpLQLP pPmi tligbdaRaPdaN RMH Vv
U D] O lafitijéfeliKomenzalne bakterije imaju mikrobiotu kojom dominiraju bakterije roda
Bifidobacterium WH X XVSRUHGEL V EHEDPD NRMH VX KUDQMHQF
bakterija rodaAtopobium(Hollister i sur., 2014; Xu i sur., 2014).

7RNRP RGUDVWDQMD VH GROD]L X GRWLFDORAHPRYWp L
raznolikost hrane te se shodno toeRYHUDYD L VORAHQRVW PLNURELRWH
sastava crijevne mikrobiote djeteta od tri godine i crijevne mikrobiote odrasle os@08410
Kako starimo, udijeli rodovaBifidobacterium Faecaliba¢erium prausnitziii nekoliko
pripadnika koljendirmicutesopadaju, dok se udjefi.coli, bakterija koljen@roteobacteria
roda StaphylococcusS R Y H U [(HollsMrXi sut, 2014) Crijevni mikrobiom starijih osoba
odlikuje slabija sposobnost biosinteze vitamina Bmanjena ak/nost mikrobnih reduktaza,
VODELML LPXQRORA&ANL VXVWDY L VODELMD VSRVREQRVW Q
XVOLMHG L]ORYHQRVWL UD]OLpLWRP VWUHVX a@aWR QDYRGL
osoba predstavlja proinflamatorni feipoLan i sur., 2013).



Mikrobiota odrasle osobe je relativno stabilna i postojana i u njenom sastavu
dominiraju bakterije koljenaBacteroidetes, Firmicutes Actinobacteria Ipak, crijevna
PLNURELRWD VH UD]JOLNXMH RG RVREH GR RVREH WH VH V
UD]JOLpLWLP HQGRJHQLP L HIJJRJHQLP plORUE K@htF2R4 NRMLPI
1DMUDQLML pLPEHQLFL NRML XWMHpX QD VDVWDY PLNURE
cDUVNLP UH]JRP WH QDpPLQ KUDQMHQMD QDNRQ SRURGD G
IRUPXODPD D NDVQLMH YHUL XWMHFDM QD VDVWDY PLNU
SRGUXpMD RGUDVWDQMD VSRO XpHVWDOR¥YVe, ye8RipV UHEH L
GRE NRQ]XPDFLMD SURELRWLND L SUHELRWLND ,SDN QD
ima prehrangSanka i sur, 2015)

OLNUREQD PHYyXGMHORYDQMD X NRP Eniz@nmaFzaNziory QD W M
HQHUJLMH VX RGDYQR SR]QDWH YDAQH GHWHUPLQDQWH
PHKDQL]PL LQWHUIHUHQFLMD XNOMXpXMX SURL]JYRGQMX
DQWLPLNUREQLK VSRMH Y DethRBeristR2006§ EDNWHULRFLQL

6OMHGHULPEBDAQDR NRML XW Midjidte @D upodDetavabtibiofka.
Upotreba antibiotika pridonosi smanjenju taksonomske raznolikosti i uzrokuje trajne
promjene u sastavu mikrobiote kod velikog dijgaM X GL ,VWUDALYDQMD SRWYUY
XSRWUHED DQWLELRWLND AaLURNRJ VSHNWUD X WUDMDQMX
PLNURELRWH L GYLMH JRGLQH QDNRQ XSRWUHEH OLMHND
YHULQRP VPDQ st tedinbjaitBrij3kiiNkoljena popBacteroidetes koljena
Actinobacteria pLMH VPDQMHQMH UD]QROLNRantibticivhaed pdtRRp HQR Q
H.pylori. Prestankom uporabe antibiotika, ponovo se uspostavlja mikrobna zajednica u
GHEHORP FULMHYX WH MH SULPLMHUHQRmMa@e dpbr® BQYRY R X'
RPRIJXUXMH EDNWHULMDPD NRMH SULMH XSRWUHEH DQWLE
prerastu komenzalne mikroorganizme QD WDM QDPLQ XJURNXMX WUDMQFE
PLNURELRWH L SRWHQFLMDOQR SULGR@EW Xmabdipy RMX |
bioraznolikosti mikrobiote u debelom crijevu, dodatna zabrinutost kod upotrebe akdibio
jest i pojava otpornosti patogenih bakterija na antibiotike (Clemente i sur., 2012; Jandhyala i
sur., 2015).

8] VYH SUHWKRGQR QDYHGHQH pLPEHQLNH NRML XWMt
GDOMH LPD QDMYHUL XWMHFDM &D zBIPljemMd&iYnikedbidte W D VW D

* Bakteriocini mikrobicidni proteinikoje proizvodebakterijei oni spriefavaju rastsrodnihbakterijau blizini
(Dethlefsen sur., 2006)



GHEHORP FUL & brdjijomRréaavidensrmom mikrobiotom se povezuje prehrana koja
RELOXMH YRUHP SRYUUHP L KUDQRP NRMD VDGUAL SUH
podrazumijeva komzumaciju poglavito ugljikohidraRG NRMLK YHOLN XGLR pLQ
vlakna pa je stoga i razumljivo da yecrijevimapojedinaca na ovakvoj prehraaéetektirana

YHUD ]DVWXSOMH Q R \FididatBa\peytt BunihDcobtBRsCokbi) BRoseburia
Eubacterium rectale(Walker i sur., 2011).3UL LVWUDALYDQMX XWMHFDMD
PLNURELRWH SRJODYLWR VH QDJODaDYD XWMHFDM GXJRW
NUDWNRWUDMQLK SUHKUDPEHQLK ALQWHUYHQFLMD3®* NRMI
SRWYUYHOQDUDRDALYDQMHP X NRMHP MH RWRMdJdieflddlieR GD VX
zastupljenije kod ljudi koji su konzumirali prehranu koja je obilovala ugljikohidratima i
vlaknima, dok su bakterije rod@acteroidetesile zastupljenije u pojedinaca koji su se hiiani

W]Y A]JDSDGQMDpPNRP SUHKUDQRP3 [IRpateindl D tnBs WHUL]LU
svakodnewoj prehrani (Wu i sur., 20118] SUHKUDQX VH pHVWR YHAaH L NRQ]
L SUHELRWLND NDR MHGQLK RG JODYQLK pLPHEHHG@LND NRM
SURELRWLFL VX NXOWXUH 3ALYLK PLNURRUJDQL]DPD NRML
XYMHWRP GD VX XQHVHQL X SUHSRUXpHQLP NROLpPLQDPD
hrane koji selektivnho stimuliraju rast i/ili aktivnost jedne ili ogtapHQRJ EURMD EDNW
GHEHORP FULMHYX L QD WDM QDpPLQ XWMHpX QD J]GUDYOM
*ODYQL FLOM QMLKRYH NRQ]JXPDFLMH NDR IXQNFLRQDOQH
selektivnom promjenom sastava i aktivnosti prisutnrd cMHYQH PLNURELRWH D
QDMEROMH SRVWLUL |IDMHGQLpPpNLP XQRVRP L SURELRWLND
(Tobergte i Curtis, 2013).

8WMHFDM VDVWDYD FULMHYQH PLNURELRWH QD J]GUDY:

6YH YL&AH LV WU D a Lsviotkiasjaiia XdgeGle Subktave i organe u tijelu
PLNURELRWD LPD XpLQDN WH NDNDY MH WRpPQR WDM XpLQ|
X PLNUREQRP VDVWDYX SRYH]XMX V UD]J]OLpLWLP EROHVWLI
iritabilnog crijeva alergije, autoimune bolestiUDN GHEHORJ FULMHYD QF
enterokolitis, Crohnova bolesi|cerozni kolitis dijabetes tip 2, nealkoholni stedtepatitis i
X QDMYHUHSUBWMEBRXW L PHWDEROLPNL VLQGURP 2VLP X
dijelove probavnog sustava i bolesti vezane uz njega, otkriveno je da mikrobiota uvelike
XWMHpH QD UD]YRM L QRUPDOQR IXQNFLRQLUDQMH LPXQ
ALYPDQL VXVWDY 6DDNDIBQLRXU 6DOYDWRUH



Crijevna mikobiota pridonosi imunomodulacii SULURVHQRJ L VWH|
LPXQROR&ANRJ VXVWDYD 7R VH SRKO Dréhawney fuGQR(EHg. QD O
A * X \8s08ated Lymphoid TL V \-)GHIET) , efektorne i regulatorne-Ttanice, IgA stanice
koje proizvode B pp]PD VWDQLFH PDNURIDJH L GHQGULWLpPNH VW
SURSULD?® JGMH PLNURELRWD SRPDAaH SUL QRUPDOQRP VD]
aktivaciji koja je esencijalna za njihovo normalno djelovadedna od bitnih interakcija
pirRYHQRJ LPXQRORANRJ VXVWDYD V FULMHWIWRP WYDAQIRE
HSLIJHQHWLp NU&voa NijabetéesRfba NRG PUADYLK PLAHYD V GLMDE
PLAHYL 3RND]DOR VH GD 12' PLAHYL NRML QH SRVMHGXM X
]D UDJQH VLIQDOQH SXWHYH L UHFHSWRUH SULURYHQRJ LP
se pripisuje crijevnoj mikrobidt MHU MHU SULPLMHWHH@R GD RIREGH WD HNRP
SRVMHGXMX 0\' SURWHLQ GROD]L GR UD]YRMD WHAHJ REO
NRORQL]JLUDMX PLNURELRWRP 12' PLaAHYD EH] O\' SURWHLC
(Wen i sur., 2008)andhyala i sur., 2015

SUHWSRVWDYOMD VH GD VH VHURWRQLQD WDNR]YD
QH X PR]JX NDR a&WR VH RSUHQLWR VPDWUD 2YDM QHXURW!
se njegovo disbalans povezuje s pojavom depreasiigiena i drugih neurogsijatrijskih
EROHVWL D X QRYLMH YULMHPH VH NRULVWL L NRG OLM
Camilleri, 2000). 9HULQD LVWUDALYDQMD XWMHFDMD FULMHYQH PL
GDOMH YU&EL QD PLAWRIVAD R @HHIYBINOR ID]JOLNH L]JPHYX PR]JC
se PDWUD NDNR VX PLAML PRGHRODNGYRDYRUWQRAGREQMD 2\
RGUHYHQL PLNURDQIISPRIND ER®PRBMGEYQR EDULMHUX L SRWR
PRAGDQX PRUIRORJ{IARAE G DWDP E INUWMHU X - MWWDRL & BDQUPHD QM
SRND]J]DOR GD WDNYL PLAHY{PREOGDEXSEBRSXMBUMX DN DN C
njihovih crijeva sClostridium tyrobutyricumi B. thetaiotaomicronkoje proizvode razne
SCFA® pimiMHUHQR MH VPDQMHQMH SURSXVQRVWL EDULMHUFH
GMHORYDQMD QLMH MHR&E XRWHMWD GOROWIHER RVMW UDALYDQ!
2016).

Smatra sela crijevna mikrobiota ima ulogu i kod pojave raka debelog crijedh
jludi 5DN GHEHORJ FULMHYD VH SRY H]KusbHacter@mRinvBAMWHEO RP DV
anaerobne bakterije koju se prethodno povezivalo samo s upalnim bolestima crijeva. lako

W R plQoBFusobacteriunmu nastanku rakaije poznatazna seda njena prisutnost doprinosi

SSCFA- HQJ ABFKRUW &K B LD WDNRD\DSEHLISGH PDVQH NLVHOLQH



UD]J]YRMX XSDOH NRMD MH UL]JLpQL IDNWRU ]D UD]JYRM UDN
smanjena zastupljenostroteobacteria, Bifidobacteria, Prevotellasmanjena proizvodnja
6&)$%$ GRN MH LVWRGREQR BrRitutesHBaderpidldAFKtSrGhtie Gaéay W
1IHNROLNR LVWUDALYDQMD MH L]YLMHVWLOR GD MH ]DVW>
SRYLAHQD X WNLYLPD NRG UtbND AKRdtintlaHs@a RruciRiphiléavi HY D D

Fusobacterium nucleatuniGrice i Segre, 2012; DeGruttola i sur., 2016).

Upalna bolest crijeva, u koju se svrstavaju ulcerozni kolitis i Crohnova bolest, je
NURQLpPpQD EROHVW QHSR]QDWH HWDRIDRSBMIBD Y @DRMVN B N X 1]
faze remisije. Postoje indikacije da je za akutnu upalu kod upalne bolesti crijeva barem
GMHORDMVP@MRADQ QHSUDYLODQ LPXQRORANL RGJRYRU QD O
VH PRA&H SR uMdia®iliddhbsiQdawii onukoja MH a&WHWQD |]D JGUDYOMI
Takva promjena sastava mikrobiote u debelom crijevu se naziva disbioza. Disbiozu kod
Crohnove bolesti karakteriziraju porast zastupljendd&timinococcus gnavus opadanje
zastupljenostFaecalibacterium prausnitziBifidobacterium adolescentis, Dialister invisus
Clostridium cluster XIVaZa Faecalibacterium prausnitzje poznato da je jedan od glavnih
SURL]YRyDpD EXWLUDWD X FULMHYX NRML GMHOXMH NDR S|
za epitelne WDQLFH FULMHYD L VDPLP WLPH YUOR HLWW®Q X ]Da
LVWUDALYDQMD VX SRND]DODBXSIDO KX WLGUIRW RWX |ER M@D b P
aktivaciju transkripcije faktora NF% L WLPH SURGXNFLMX SURXSt®BOQLK F
LVWRYUHPHQR SRWSRPDAaH SURL]Y-RG @bGfut®ld R X203 OQRJI
Rose i sur., 2010Na temelju saznanja da disbioza pridonosi razvoju upalnih bolesti crijeva,

NDR SRWHQFLMDOQL QDpLQ OLMH ptddaVAekend HaB<plRrdadiaD MH |
je postupak transfera crijevne mikrobiote iz zdravog donora u crijbebele osobe s ciliem

uspostavljanja stabilne crijevne mikrobiote u oboljele osdPestoji nekolikocQDpLQD IHNDOQ
transplantacije:SXWHP QD]RJDVWULpPpQH VRQGH QDVRMHMXQDOQH
NRORQRVNRSVNL )HNDOQD WUDQVSODQWDFLMD VH QDMpH
bakterijom Clostridium difficle NRG NRMH MH X V O Xp DransgpMmdaceD NR Q |
GRAORMIHHPHQQMD 7DM SRVWRWDN NRG OLMHPHQMD NURQLDpC
QLAL WH VX VWRJD SRWUHEQD GDOMQMD GHWDOMQD LV\
mikrobiote i tankog crijeva i debelog crijeva prije i nakon fekalnagpéantacije kako bi se

EROMH UD]XPMHOL PHKDQL]JPL GMHORYDQMD RYDNYH WE
PLNURRUJDQL]PL L QMLKRYL SURGXNWL NRML VX XNOMXDpt
Nakon pronalaska odgovora na ove nepoznanice, postojala RIJKUIQRVW SURQDO

VSHFLILPpQLK NRULVQLK PLNURED LOL LQKLELWRUD RGUHYF
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VH QD WDM QDpPpLQ SREROM &EOF i bG UIDY¥3OU HurR FORG) $titsOH RV R
sur., 2013).

2.2.3. Mikrobiota i pretilost
Prema WHGQLU®, pretilost se definira kao prekomjerno nakupljanje masti u tijelu koje
SRWHQFLMDOQR PRaH QDUX3aLWL ]GUDYOMH mRZ/20MND 3UH

godine, u svijetu je preko 600 milijuna pretilih ljudi. Kad se ta brojka staostotke, 11%
PXaAaNDUDFD L

RGUHYyXMH VWXSDQM XKUDQMHQRVWL SUHPD RGJRYDUDM)
Glavnapretpostavkaarazvojpretilostii dalje je neravnote u unosui potroaji energije ali
usporedbomcrijevne mikrobiote zdrave normalno uhranjenei pretile osobe XYLYHQ MH
PHYyXVREQL XWMHFDM PLNURELRWH QD SUHWLORVW L REUQ

Tablica 1. StupanjuhranjenostprikazankaorasponBMI (kg/m?)

BMI(Body Mass Index Opis
<18,5kg/m" Pothranjenost

18,6-24,9kg/n' Normalna uhranjenost

BMI= kg/ir? Pretilost I.stupnja
25,9-29,9kg/n" (Prekomjerna tjelesna

WHALQD

30,0-34,9kg/nY Pretilost Il.stupnja

>35,0kg/nv’ Pretilost Ill. stupnja

8] YHUO GHWHUPLQLUDQH pLPEHQLNH NRML SRWHQFLMD
SRSXW JHQHWLNH L QHSUDYLOQLK SUHKUDPEHQLK QDYLNTEL
PLNURELRWD W MNHAEDHNJL PQREA HP EXWD ER R E HD B ROURPYDMOHONHD WM H O
imaju raznolikiju crijevnu mikrobiotu od pretilih osoba, a osim same razpsiiikpostoje
LQGLFLMH GD SUHWLORVW SULGRQRVL SURPMHQL VDVWD
bakterijskih koljenaFirmicutegBacteroidetesX GHEHORP FULMHYX aWR VH VPI
(Ley i sur., 2006).

*WHO (eng 3:RUOG +HDOWK 243\jdsRe AdiaMsivéh® drganizacija
"%0, HQJ 3%RG\ OBVYGHMNHWMHOHVQH WHALQH
11



OHKDQL]PL NRMLPD FULMHYM® pretifoktNKIR FLHIRSY xrid W M H b H
kompleksni i komplicirani testoga i dalje uglavhom nepoznati. Ipak, neki od utjecaja
mikrobiote kojima ona pridonosi razvoju pretilosti SSERY H IFOMDRREDYDQMH HQHUJL N
uslijed hidrolize i fermentacije polisathLGD NRMH GRPDULQ VDPRVWDOQR
YLVRNH UD]JLQH IHUPHQWLUDQLK NUDWNRODQPDQLK PDV(
HNVSUHVLMD JHQD SRYH]DQLK V SUHWLOR&UX L SRYHUDQD
(LPS) koji uzrokuju upalu i prdost (Chen i sur., 2014)1D WHPHOMX VD]|QDQMD G
LVWuUDAaLYDQMD VPDWUD VH GD VH VDVWDY FULMHYQH Pl
SUHKUDPEHQH XWMHFDMH L JXELWDN WMHOHVQH WHALQH
Firmicutessu zastpljenije u crijevima pretilih osoba, dok su bakterije kolj@wcteroidetes
]JDVWXSOMHQLMH X RVRED QRUPDOQH WMHOHVQH WHALQH
GROD]JL GR SRYHUDQMD ]DVW BasterMddt€sR W\R LS R DI D {8dstad. N6 N R
FULMHYQH PLNURELRWH PRA&H SURPLMHQLWL VKRGQR V SU
ovakve promjene omjeraFirmicutegBacteroidetes smatra da modifikacija prisutne
PLNURELRWH PRaH ELWL NRULVQD ]D WU MWl RPOPIYYH SUHWLC

Bakterije roda.actobacillus koje pripada koljendrirmicutesy ulozi promotora rasta
se povezuy V. SRUDVWRP WMHOHVQURMWHALRIH 3R WIS|D@Q PP VS S
SUPRXJRP L VXU ,VWUDALYDQMD VXac®Bahiid§DOD GLC
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentumLactobacillus ingluviei
SULGRQRVH SRYHUDQMX WMHOHYV QtactawddifiusQptant@uwiil E DN W
Lactobacillus gasserMH SRYH]XMX V JXELWNRP WMHOHVQH WHALQH
NRMLPD LSDN QLVX XRpHQH ]QDpDM QRitmitirésd Badterolefdd V W X S O
NROMHQD NRG SUHWLOLK RVRED L RMVRE&EdD potrehhR Bo0ahel W M H C
LVWUDALYDQMD NRMD EL VD VLIJXUQRAUX XWYUGLOD NRMD
NROMHQD NRMD pLQH PLNURELRWX NDNR EL 9MHO RIQ DWNDRIURLY ¥
naglasiti daje na nivou koljena nemogiuH GRQRVLWL NRQDPQH |[DNOMXpNE
SRMHGLQH EDNWHULMVNH YUVWH LOL pDN SRMHGLQRJ VRM
GRPDuUDDUG

23 %,25$=12/,.267 0,.52%,27( , 0(72'( 2'5( ,9$1-%
BIORAZNOLIKOSTI

.DUDNWHULVWLpPQD FULMHYQD PLNURELRWD RGUDVOH
VHGDP UD]OLpLWLK EDNWHULMYVN LK RAiRictesHEaRerKiddiésSM LP D GF

]IDVWXSOMHQR&UX RG RGQRVQR 2GPDHK kbljgbo QMLK S
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Proteobacterias 8%,Actinobacterias 3% dok manje od 1% mikrobiote pripada bakterijskim
koljenimaVerrucomicrobia, CianobacteriaFusobacteria SRUHDGHV L VXU ax
2016). 8QDWRp WRPH aWR VH RYDNDY RSiéanttit Riiexma EDNWH
mikrobiota pokazuje vremenske i prostorne razlike u distribuciji mikroorganizama na
ubD]LQDPD URGD L YUVWH |JPHYyX MHGQMDND L GHEHORJ
raznolikosti prisutnih mikroorganizama i njihovoj koncentraciji (SN D NRMD VH NUF
rasponu od 10SR JUDPX VDGUADMD X MHGEMDND¥ X YEHONEPMIGR (
crijevu (Jandhyala i sur., 2015).

Jednjak pH <4.0
10* stanica/g
Bacteroides, Gemella,

Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Veillonella

Zeludac pH 2.0
<10° stanica/g

Streptococcus, Lactobacillus,

Prevotella, Enterococcus,
Helicobacter pylori

Debelo crijevo pH5- 5.7
>10*? stanica/g
Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Tanko crijevo pH5-7
10°-107 stanica/g
Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus,
y-Proteobacteria, Enterococcus

Slijepo crijevo pH 5.7
10%°-10** stanica/g
Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria

Slika 3. Raspodjela koncentracijamikrobiote upojedinimdijelovima probavnog sustava
(Ouwehand i Vaughan, 2006; Payne i sur., 2012).

%DNWHULMH NRMH pLQH YL&H RG XNXSQH EDNWHU
pripadaju koljenima Firmicutes i Bacteroidetes Bakterije koje pripadaju koljenu
Proteobacteriaskupa s bakterijama rodacteroidles) DVW XSOMHQLPD X YLALP NRQ
te bakterijama rodovérevotella i Ruminococcusodlikuju zdravu crijevnu mikrobiotu.
Anaerobnih bakterija ima 10& SXWD YLaH mrR&mkemeRrzEIQH bakterija, u
debelom crijevu se nalazmane od 0,1% patogenih bakterija od ukupne prisutne mikrobiote.

To su poglavitdCampylobacter jejuniSalmonella entericaVibrio cholerg Escherichia coli
Bacteroides fragilis.Mikrobna raznolikost debelog crijeva je vidiljiva i u horizontalnoj
raspodiei PLNURELRWH L]JPHYyX OXPHQD L PXBa®dQdés SRYUA!
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Bifidobacterium StreptococcusEnterococcusClostridium Lactobacillusi Ruminococcusu
SUHYODGDYDMXuL OXPLQDOQL EDNWHULMVNL URGRYL awWF
Rodovi Clostridium Lactobacillus Enterococcusi Akkermansiasu prisutni u sluznici i

epitelnim kriptama crijevgDethlefsen i sur., 2008andhyala sur.,2015.

SRMHGLQD LVWUDALYDQMD VX SRND]DOD GD VH QD Wt
O M X G HsvPsfth H kategorije jednog od tri osnovna enterotipa neovisno o dobi, spolu,
JHRJUDIVNRP SRGULMHW Q@®WHURW M$HROHYV ¥ RMP MAHALRBEQR U
sastavu i dominantnoj ulozi pojedinih bakterijskih rodova koji ih karakteriziraju, pd &o
neki Bacteroides Prevotella i Ruminococcus(Arumugan i sur., 2011). Ipak, novija
LVWUDALYDQMD VX VNHSWLpQD RNR SRGMHOH PLNURELRW
prevelikog pojednostavijivanja prisutne mikrobiote iako bi njihovo postejamyelike
SULSRPRJOR EROMHP UD]XPLMHY D Q M2tmdn2a pehranuijelkove) HD N F L
L VOIBRR SUHWSRVWDYNH GD RGUHYHQL HQWHURWLS VSHI
odnosno lijek (Knights i sur., 2014).

Najpoznatije moderne metode analize bakterijske raznolikosti su fluoresae rsiha
KLEULGL]DFLMD ),6+ SURWRPQD FLWRPHWULMD )&0 HOF
DIJHQVD '**( SROLPRUIL]DP YHOLPLQH UHVWUfz&F LMV NLK
GXOMLQH XPQR &# Q\EKP) liUkDahBtatighDPCR (3&5 .RG SURXpPDYDOQ
EDNWHULMYVN R RELIRNCRRAW IH QVIDM p HhébhiHsuXdd &R kyrapte B fslrbeYIBS) H
rRNA i 23S rRNA ribosomalnoj sekvenci (Fraher i sur., 2012).

Sekvencioniranjed6S rRNA genase smatraA]ODWQLP VWDQGDUGRP™ ]|D L
taksonomsku klasifikaciju bakterijskih vrsta. 16S rRNA gen Kkoristi se kao molekularni
marker jer je univerzalan u bakterijampa se stogP RaH NRULVWLWL EbjaRGUHYLYD
koljena pasve do vrste Vrlo je koristan kod identifikacije bakterija koje se ne mogu
kultivirati. Gen kof NRGLUD 6 SRGMHGLQLFX ULFRGREAD NMRIQGEKA Y DL
regije s 9OKLSHUYDULMDELOQLK SRGUXpMD + IsékibciobirdijiM D E L O Q

6 U51% JHQD SRND]XMXW HQRNXXUDY B WIHW/ WYRN DKSRW UH E C
RGUHGLWL UHJLMX NRMD UH VH VHNYHQFLRQLUDWL NDNR [
klasificirale. yHVWH UHJLMH X L GHQIMMLESLrRNAFduM/B, ZAY6! W WBU L
prikazane na slici 4Jandhyala i sur., 2015). Sekvencioniranje gena koji kodira 16 rRN
kao i svaka metoda, ima svoRJUDQLpHQMWM @ DNNRBEMRDOMH RPLWXMX NRG Y
YHOLNRP VHNYHQF L MevixoRpdlirdadihilp @j8sialiuX188 FRDIA izrazito malen
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Slika 4. Sekundarna struktura 16S rRN@&na uEscherichia col(Jarza i sur., 2014)

24. IN VITRO SUSTAVI ZA SIMULACIJU UVJETA DEBELOG
CRIJEVA

S3UL SURYRWWWQAWXVUDALYDQMD S UWQRE MWMXREL /X VIW BYYDR W
]QDQVWYHQLFL VH VXVUHUX V ERRMQDP LRPPIU D) LhIHQMLIR Y LS
NRMH VX XNOMXpHQH NRG SURYRYHQMD LVWUDALYDQMD QL
ALYRWLQMD QD NRMLPD VXbRYWRDDLYBIQWMH SURHRWHIQDG D X
vitro, ex vivoi in silico VXVWDYD NRML EL RPRJXuULOL VLPXODFLMX X
ovakvi sustavi ne mogu potpuno zamijenitivivo LVWUDALYDQMD LSDN VX RC
provjeravanju koncepta isttalL Y D Q M D $hWikdwadidscipeR Petrof i sur2013).

In vitro PRGHOL RPRJXUXMX EUJH MHGQRVWDYQH L MHIW
PLNURELRPD X MHGQRP LOL YLAH RGMHOMDND FULMHYD L \
sur.,, 2012). 7DNRWHU WH&NR NR QW Udiog,jehDstiiikrabhilR R jeddiCaHu
PRGHOLPD QDNRQ LQRNXODFLMH 2YR SRIJRWRYR YULMHGL
ADUAQL IHUPHQ \Mad¢driane MacfdrkiveV2@MY; Boureau i sur., 2000QDW R p
JRUH QDYHGHQLP RJUDQh vi® Madeld L SSDINH GAURMDIAXMX QDY
QHGRVWDWNH 1HNH RG WLK SUHGQRVWL XNOMXpXMX QMLK
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vitro MH RSUHQLW R Wl LW WQIDMH Y& MD MHGQRVWDYQR LK MF
procedura uzimanja uzorka, i jagko sSUgp DJRGOMLYL @8WR RPRJXUXMH LVSLW
i radioaktivnih supstanci, dok tQ HEL ELOR PRJXUH NRG 4LYLK VXEMHNDV
HYDOXDFLMX XWMHFDMD aLURNRJ VSHNWUD RNROL&AQLK UH
dostupnossupstrata i brzina mikrobnog raqfdacfarlane iMacfarlane 2007; Macfarlane i

sur.,, 1998)

Prvi in vitro VXVWDYL NRML VX VH NRULVWLOL ]D LVWUDAL
staWLpNL VXVWDYL NRML VX VH SRIJODYLWR VDVWRMDOL RG
VXVSHQ]LMD LOL VDGUADM FHNXPD SRPLMH&ADQ V RWRSLQR
kod ovakvog sustava je bio da se eksperiment mogao provoditi vrlo kalatkgparametara
poput, pH, redoks potencijalabakterijske populacijekoji su se brzo mijenjaliPrvi sustav
N R M Ire ¥adtlistfo kao model ljudskog debelog crijeva je bio polukontinuirani sustav koji su
razvili i opisali Miller i Wolin 1981. godineRrilog 7 i 8). Model je bio dizajniran tako da
RGUADYD OMXGVNX Fnitritl MYHQ & DP RIS BRRBDIAMWXHULRGLPpDQ XOD
supstrata u crijevdsti takav sustav su koristili i Manning i suradnici 1987. godBa&stojao
seRG [HUPHQWRUD V PDIJQHWQRP PLMHADOLFRP XCNRMHP V
Fermentojje je na sebiimao otvoreza uzimanjeuzorakai izdvajanjeprodukatafermentacije
te zadodavanjehranjivogmedijau sustav -Ra8 MHGDQ VXVWDY $N&aMLod/H WHP
Miller i Wolin je bio onaj kojegie koristio Duncan 1986. godiniilog 9. On se sastojao od
fermentora kapaciteta 1 L satrielka S+ X IHUPHQWRUX MH RSRRRY®OQ Q
DXWRUHJXODWRUD pLPH VH HOLPLQLUDO Nadale\WdaljHileD ]D YL
UD]YRMHP VYH YL&H VX VH UD]YLMDOL NRQWLQXLUDQL VX
sustava sa samo jednim fermentorom do sustava s tri fermeNakiaod tih su bili sustavi
koje su razvili Bearne i sur. 1987. godine, Merry i sur. 198dine (Prilog 10)te Gibson i
VXU JRGLQH pLML VH VXVWDY X] RGUHYHQH SUHLQDN
1992).

8 GDQD&aQMH YJD ¥ HpPUve Li@ela za simulaciju uvjeta debelom
FULMHYX X OLWHUDWSHINME YHMQ DAVRGIHOH QRI¥RGHVSRPLQMX
PolyFermS, FECSIM, SIMGI, TwinSHIME i M-SHIME modeli S obzirom na postupak
kultivacije mikrobiote un vitro modelima, postupci seogu dijeliti QD aDU&aQH NRQWLQ.
YLAHVWXSQMHYLWR NRQWLQXLUDQH L NRQWLQXLUDQH S
Najjednostavnijiin vitro PRGHOL NRML VH NRULVWH X LVWUDALYDQMX
YHUOLQRP odDedvdR inbreaktora, tj. od jedne posude u kojoj se nakon inokulacije
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KUDQMLYRJ PHGLMD VXVSHQ]JLMRP PLNUREQH NXOWXUH I
UD]OL pm@ohaati Ni mikroorganizama d@DQLK X SRGORJX BULOLNRP
ILILRORAWDKNOWWH VX X FULMHYX pRYMHND YDAQR MH SR
SRVWRMDQX WHPSHUDWXUX SURFHVD f& D RYLVQR R G|
SRVWDYLWL S+ YULMHGQRVW QD YULMHGQRELWEDVH VX IMRL
MHGDQ YDADQ ShteOWH S BULXWR@WLND FULMHYD SRNXADYD
RNUHWDMD WH UD]OLpLWLP WLSRYLPD PLMH&ADQMD SHULVV
S8RELPpDMHQR WUDMDQMH HNVSH U jeddtQ Bats,x kod RadigtiranihP D & D L
SURFHVD GXOMLQD P RMillansl S, 2016)R GDQD

Jedanod prvih in vitro sustavakoji je uspje&o simulirao uvjete debelogcrijeva je
kontinuirani trostupanjskisimulator (Slika 5) kojeg su 1988godine predstavili Gibson i
suradnici, dok su Macfarlane i suradnici 198dine SUHGVWDYLOL SREROMAaDQX
uz eventualne preinake koristi i danas. Temefjadatakovog sustavaje bilo ispitivanje
utjecajaglavnihnutritivnih i okoli &ih uvjetanaprocesfermentacijeRadi se o kontinuiranom
VXVWDYX NRMHJ pLQH UDGQH SRVXGH UD]JOLpLWLK UDGQL
pHPX VYDND SRVXGD ELRUHDNWRUD VLPXOLBRRGHIPHYIHQ G
silazni dio). Shodno dijelu debelog crijeva koji s LPXOLUD RGUAaDYD VH L |
vrijednost 5.8, 6.2 ili 6.8.6SHFLILPQRVW RYRJ PRGHOD MH X WRPH
SRPHWQRJ 4DUAQRJ SHUHRORMHHY [ KEFIFAAHDY QRN 0d R6 dana kako
bi se uspostavilo ustaljeno stanm@koQ p K& 22 dangspituje testirana komponenta dodana
u sustav, au posljednjoj fazikoja je ujednofaza ispirana VH LVSLWXMH WUDMDOQ
GMHORYDQMD WHVWLUDQH NRPSRQHQWH QDNRQ aWR VH LV
PRaH WUD30aNa,.DLYGLMHPH ]DGUADYDQMD X WDNYRP VXVWL
(Gibson i sur, 1983; Macfarlane i sur., 1998

m
1 pH 6.2
it 1 15 mL/min My

pH 6.8
Ulaz vode za
regulaciju

1
- 1 15 miL/min N,
—1|[- I
temperature BIOREAKTOR. 1 .- o~
(280 mL) -
= — Otpad
BIOREAKTOR 2 *
(200 mL) 5

BIOREAKTOR 3
(320 mL)

Slika 5. Kontinuirani sustav za simulaciju uvjeta debelog crijeva u 3 faze kamstrod
Macfarlane i suradnikal998.godine SULODJRYHQR SUHPDISILOOLDPV L VXU
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SHIME® sustav (Slika § osmislili su i gisali 1993. godine Molly i suradnidviodel
VLPXOLUD FMHORNXSDQ SUREDYQL VXVWDY RG aHOXGFD
ELRUHDNWRUD pLML YR-QG0B HQRE WNRMIKMZUR® GYD VLPXOL!
tanko crijevo, a zadnja tri debelo crijevo (uzlazi§,R S UiHsdazni dio debelog crijeva).
8VSRVWDYOMDQMH XVWDOMHQRJ VWDQMD X NRQWLQXLUDQ
WUDMH GDQED D SURFHV NRML VLPXOLUD GHEHOR FULMH"
testirati se uvodi u sustav narednih 12 da@@®@ NRQ pHJIJD VOLMHGL ID]D LVSL
SRGORJRP VOMHGHULK GDQD 6DPR Y WlaevsH fath (MdIyWADYDQ
sur, 1993 $ODQGHU L VXU 5D]YLMHQD MH L SURALUHQD
Twin-6+,0( NRML pLQH YD+, 80 WXUMDYD pLPH VH RPRJIXUXN
XVSRUHGED GYDM X (Vdb P2 Abbééle Ksiy2QLB)W P D Q D

=== Epojevi sa zrakom
— Spojevi s tekudinom
& Pumpa

Vi V2 V3 V4 Vs
pH=56-59 pH=6.1-64 pH=6.6-6.9
V=500 mL V=800 mL V=600 mL

— Jedinica 1
SHIME podloga
zarast

Slika 6. SHIME model kgi su konstruirali Molly i suradnicil993.Godine
V1- &ludagV2- Tankocrijevo, V3- Uzlaznidio debelogerijeva V4- Popremi dio debelog
crijeva V5- Silaznidio debelogecrijeva 3ULODJRYHQR SUHPDISLOOLDPV L VXU

EnteroMix model (SlikaYy RVPLVOLOL VX L RSLVDOL OINLY.XRNNR I
To je modificirani, polukontinuirani simulator debelog crijeva koji se sastoji od 4 paralelne
jedinice, odnosno 4 staklena bioreaktora koji imitiraju uvjete proksimafipgSRSUHpPQRJ
V2, distalnogV3 i sigmoidalnog crijeva/rekturme4. Svaki bioreaktorPD UD]OLpLW S+ RY
o dijelu debelog crijeva koji imitira i radni volumeni u svakamah bioreaktorasu relativno
mali (6, 8, 10 i 12 m). u usporedbi s prethodno opisanim modelima. Sistem funkcionira na
QDpLQ GD VH VDWD QDNRQ sa@ RNuparip&va ddloya 20 R4l 8ARIIP 1H F F
bez sSXSVWUDWD N R M L ikwhiota He@reniva-HpddodubD W V W VDWD QDNRQ

3 mL fermentirae podloge prebacuje u V2, a 3 mbve podloge za rast se dodaje u V1.

8 SHIME + H Q SBimulator for Human Intestinal Microbiological Ecosystem
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2YDNDY QDpLQ S UH EZ2 FastYiD Ifjoks&ktofaRuG@ieakide provodi kroz sve
bioreaktore te se ckluS RQDYOMD VDWL QDNRQ pHJD VH VXVWDY |D
VYDNRJ ELRUHDNWRUD ORGHO MH GL]DMQLUDQ VSHFLIL|
fermentacije ugiNRKLGUDWD 3UHGQRVW PRGHOD MH QMHJRYD PI
HNVSHULPHQWD NRULVWHUOL VDPR MHGDQ IHNDOQL LQRNXO
L SROXNRQWLQXLUDQL QDpLQ UDGD a8WR XYMHWXMH SURYF
smanjeu in vivo YDAQRVW $OL XQDWRp WRPH PRGHO LSDN LPD «
vivo LVWUDALYDQMLPD OINLYXRNNR L VXU

! N2+NH3 +37°C
Y
¢ MNg M Mo Ny
| T.a 39 Ys ¥s Ys.X¥s Ys Xs
i -+ -
@ | 5l = S =]
+4°50 i R b
Nova ! +4°C
podloga || YAl V2 V3 V4 Otpad
R T R s5ml 7ml aml ;:'_"\..—omm
55 6.0 6.5 7.0 == pH

Slka 7. (QWHUROL[ VXVWDY VX UD]Y L QD03 bNdineé KIRN-NORD JIR WHKQM
premaOuwehand i Vaughan, 2006)

TIM-2° sustav za simulaciju uvjeta debelog crijeva (SBkge dio TNO intestinalnih

modela, a razvili su ga Minekus i suradnici 1999. gadifien-2 se sastoji od brojnih
VWDNOHQLK MHGLQLFD V IOHNVLELOQLP XQXWDUQMLP V
LPLWDFLMX SHULVWDOWLPNLK NUHWDQMD XzayNadizWaFULMHY
WMHOHVQX WHP & HdddywhXitke¢alimaXf S URVWRU L]PHYyX VWDNOHQ
fleksibilne stjenkeakDNR EL VH RPRJXULOR RGJRY WURINNDXY H WLDVWNHRE
REUUH X UHGRYQLP LQWHUYDOLYPD aXFS@HNQ ROIFHG VU QXA PPN E
sustav za dijalizu tetRQH XNODQMDMX SURG XNsly HCHEAM UvedbiQiiveD FL M X N
RGUADYDMX ILJLRORANH N R QFSHQWHdRRLOMMAp it e MNbiciRO LW D b
aktivnosti enzima uslijed nakupljanja mikrobnih metabolita u sustavu. U sustavu su uvjeti
DQDHUREQL 4WR VH,SRNWLAWHPRPRUR]IVXVWDY L RPRJIXU
anaerobnih bakterija kojebitavaju u debelom cjevu. Mikrobiota iz uzorka fecesa se

°TIM-2 £7129V ,QWHVWLQDO ORGHO ]D VLPXODFLMX GHEHORJ FULMHYD
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inokulira u sustav te se u pravilnim intervalima krigtocekalni zalistakprihranjuje s

hranjivom podlogom koja se nalazi u posudi ilzalnu dostavuProizvedeni plin se skuplja,

uzorkuje i analizira, a dodatno se uzanogu uzeti iz lumena kraztvor za uzimanje uzeka.

pH, temperaturu i volumen biomase u sustavu kontroliraju senzori te se prema potrebi
SDUDPHWUL NRULJLUDMX GRGDW#hR B kBélihePdWdHdrast@noO X aLQH
aWR -7 sOstav odvajad drugihin vitro PRGHOD MHVW QMHJRYR MHGLQV
PLMHADQMH ILJLROR&AND JXVWRUD PLNURBdYE metdbpt&iD V IL]L
prisuthostmembranaVD aXSOMLP YDODRYyHWIMH SURYHGHQD L YDOL
temelju sastva i enzimske aktivnosti mikrobiote te proizvodnje i koncentracije SCFA.
Potencijal TIM VXVWDYD NDR DODWD ]D LVWUDALYDQMH IHI
LVWUDALYDQMLPD VD SHNWLQRP IUXNWRROLJRVDKDULGLI
karakterizirah fermentacipRGUHYyLYDOL VX VH REUDVFL XNXSQH SURL
se testirala stabilnost mikrobiote nakon inokulacieVsY MHALP OMXGVNLP IHNDOQL
LQRNXODFLMRP V PLNURELRWRP NRMD MH SUHWKRGQR RC
UH]XWLUDOD V XNXSQLP EURMHP DY ORULNR BAGH P/ EDINWE B & M
razinamaBacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterobacteriace@ostridium &8 W R
SRWYUYyXMH QMHJRY X U HBW&REBsXpA (' ¢éneraR SU200Q) DV SUD P

Slika 8. Shematski prikaz TIM2 sust&a koji su razvili Venema i suradnid000.godine
D RGMHOMFL |D SHULVWDOWLpPNR PLMHADQMH IHNDOQH WY
NLVHOLQH LOL OXALQH G PHPEUDrazihefuldzxs@bhiP YODNQLF
GX&aLND J RWYRU ]D X]RUNRYDQMH K YHQWLOL ]D XOD] L]
J) temperaturni senzor ( Rehman i sur., 2012).
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2.4.1. Bioreaktor, izgled i karakteristike

=D SURYHGEX HNVSHULPHQWDOQRJ GLMH®@RakoYy RJ GLS
Jupiter 2.0 (Solaris BiotechnologigrtoMantovano, Italija) radnog volumen@ L. Jupiter 2.0.
MH PRGXODUQL IHUPHQWDFLMVNL VXVWDY 2¢8& Mikrobrth PRAaH V'
L VWDQLPQLK NXOWXUD WH SRGU 3§D Xanietht Sust&y Xe lsafdo) DH U R E
RG SRVXGH |]D IHUPHQWDFLMX NRQWUROQRJ PRGXOD V L
puteminsDOLUDQRJ AptddRamnBkOgIakRta

Bioreaktor je opremljen sustavom za regulaciju temperature, sustavom za korekciju pH
vrijednosti, elektrodonkoja mjeri oksdacijsko redukcijski potencijdlORP)koji je indikator
anaerobnosti procesaPDVHQLP PMHUDpPpHP SURW&RING s@&Xanl kBD VHQ]
DVHSWLH@P®R QNIX X]JRUDND WHKQLpNRP YDJRP L NRQWURO
SHULVWDOWLPNLPSEXDIDPDD VH UHJXOLUD SRPRU¥z YRGH N
GYRVWUXNX VWLMHQNX SWORDGXV DD 3B VM B WD IMIXIUFGMIMSRILUD y H Q
za inokulaciju, uzimanje uzaka, pritok hranjive podloge, GRGDYDQMH NL¥HOLQH I
GRWRN GX&aLND VH qjewnididakiQr®odhBsddnsl poRlopciDva turbinska i
MHGQR SURSHOHUVNR PLMH&ageR266NR NUdet andl MaidtehBiéeU R P R W F
manualfor Jupiter2.0., 2018.

T=37 °C
anaerobni uvjeti 4 3

pH=6.8 \
[

. Korisnic¢ko sudelje e
. Kontrolna jedinica
. Peristalti¢ke pumpe \ 10 t
. Motor mijesala 8
. Mijesalo (turbinsko i propelersko) \
. Otvori za uvodenje NaOH i HCI N 6 9
. Prikljucak za temperaturnu sondu - \
pH i ORP elektrode § sy

. Hranjiva podloga za prihranu v

0. Sustav za izuzimanje uzoraka

=0 00 AN A W=

Slika 9. Skicabioreaktora Jupiter 2.0
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Slika 10. Bioreaktor Jupiter 2.0UserandMaintenencaenanualfor Jupiter2.0., 2016)

2.4.2. Podloga za uzgoj mikrobiote in vitro simulatorima

5D]YRMHP LQGXVWULMH L SREROM&ADQMHP ALYRWQRJ
SUHKUDQD 6YH MH YL&H KUDQH SURFHVLUDQR MHGH V|
SUHUDYHYLQD WH VYH PDQMH YRUDXR BR YWOIDNVWHARID RQOD
8SUDYR QDYHGHQL QDpLQ SUHKUDQH NDUDNWHULJLUD W
SRGUD]XPLMHYD YLVRNX NRQ]XPDFLMX DQLPDOQLK SURWHI
LVWRYUHPHQR QLVNLP XQRVRP S RMkad aorat uSpveldn{, gdpePE HQLK Y
GRA0OR GR SRWSXQH SURPMHQH X QDpLQX SUHKUDQH NRMD
XJURNRYDR QHJDWLYDQ XWMHFDM QD RGUHYHQH SUHKUDP
RSWHUHUHQMH VDVWDY PDVQLK NMWRII) BLNDRQYOW UPLDNHIEF
ED]QD UDYQRWHAD RPMHU QDWUCdvainl sitDZWOMOi srH VDG U &
2013.

1D WHPHOMX PpPLOMMDWARHNFRSMD GRPLQLUD W]Y A]JDSDGQ!
temelju podataka u literaturi (Gibson i sur988; van Nuenen i sur., 2003) o sastavu hranjive
SRGORJH NRMD VH NRULVWL X LVWUDaLiv DigpMustalimy DVWDY
RGOXpHQ MH VDVWD X]KR®QHWWHMH, SRBLEAFRIVKEEMHDY NRML UGH

koristiti u eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada.

2.4.3. Karakteristike sastavnica hranjive podloge
Hranjiva podloga za uzgoj mikrobiote se sastoji od kongmti nabrojanih u
Tablicama 2, 3i 4. Sastojci u Tablici 2 su raznigljkohidrati od kojih pektin, ksilan,

DUDELQRJDODNWDQ L DPLORSHNWLQ ]JERJ VYRMH VORAHQ
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vlakanha *ODYQR VYRMVWYR YODNDQD MHVW QMLKRYD WHAaND
posjeduje enzime potrebne za gemdnju Vakana i zbog toga viaa u debelo crijevo
GRVSLMHYDMX XYHOLNH QHSUREDYOMHQD JGMH LK PLNURI
VWLPXOLUD UDVW SRAHOMQLK EDNWHULMD )HUPHQWDFLMI
masne kiseline koje su pakrimarni izvor ugljika i energije za kolonocite (Simpson i
Campbel, 2015)Baktopepton je izvor proteinaodabranojpranjivoj podlozi,dok Tween 80

V O X & surfdidaRt iemulgator te se dodajeBRGORJX NDNR Edpljghie podiage MHPLO |
na stijenkecijevi za prihnranu(Wang i sur., 2003)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
(WLPpNR SLWDQMH

,VWUDALYDQMH MH SURYHGHQR X VNORWXDAURDGMNWDUDY
PLNURELRPD GHEHORJ FULMHYD RGREUHQR RG VWUDQH
6UHEUQMDN WH SULKYDUHQR RG VWUDQHELRWM BKRR OFREYN
IDNXOWHWD 6YHXpLOLAWD X =DJUHEX

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sastav hranjive podloge za uzgoj mikrobiote u bioreaktoru

8 HNVSHULPHQWDOQRP GLMH OMNQUIndilstedl RAIEHWN H QD MH
Medium® NRPSOHNVQD KU Djo pbipirBaskR j& @aRed@nTaklivhma2, 3i 4.

3.1.1.1.SIEM hranijiva podloga

SIEM hranjiva podlogavojim sastavonsimulira neprobavljene komponente hrane koje
iz ileusa (krajnji diotankog crijevaJlaze u debelo crijevkroz ileo-cekalni zalistakHranjive
NDUDNWHULVWLNH RYH SRGORJH WL bjp RarhkiériraDvisdkY ]DSD
udjel ugljikohidrata u prehranDio sastava podlogekoji se odnosi na ugljikohidrateaveden

je u tablici 2

Tablica 2. Sastawhranjivepodloge.

SASTOJAK 21,y,1% J/
Pektin 4,7
Ksilan 4,7
Arabinogalaktan 47
Amilopektin 4,7
Kazein 23,5
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aANURE 39,2
Tween 80 17,0
Baktopepton 23,5
axpQH VR( 0,3

3.1.1.2.Otopina soli

Sastav otopine soldrugog imena dijalizaprikazan je u @blici 3. Pripremljena otopina
soli se steriliziraodvojeno 0od6 , (0 KUDQMLYH SRGORJH NRMD SULMH VWH
sastavnice iz Tablice 2,uanju se dodaje nakon sterilizacije u autoklaMDNR EL VH VSULMH
potencijalne né H O Makjeido kojin bieventD OQR PRJOR GRUltepé@tur HG YLV

tokom sterilizacije

Tablica 3. Sastav otopine soli.

SASTOJAK 20,y,1$ J 1/
KoPOs T 40 2,500
NacCl 3,500
FeSQ 1T +0O 0,005
MgOs 1 %O 0,500
CaCh 1 0 0,350
axXpQH VRA( 0,050
Cisetin hidroklorid 0,300
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3.1.1.3.0topina vitamina

Sastav otopingitamina prikazan je u Tablici.#riprema se 10 mL vitaminske otopine za
svaki uzgoj.Pripremljena otopinaVvH QH VWHULOL]JLUD MHU EL GRaOR G
YLWDPLQD NRML VX WHUPRODELOQ luhladdjpuke @ fWISHVMHPH RW

podloguse dodajaeposredno prijerihrane

Tablica 4. Sastawitaminske otopine

SASTOJAK .21,y,1$% gll)
Menadion 0,010
D-biotin 0,020

Vitamin By, 0,005
Pantotenat 0,100

Nikotinamid 0,050

p-aminobenzen 0,050
Tiamin 0,030
Destilirana voda Do 10 mL

3.1.2 Mikrobna kultura za inokulaciju

U ovomdiplomskomradu kao izvor mikrobne kulture za inokulaciju hranjive podloge
NRULAWHQ MH X]J]RUDN VWROLFH J]GUDYH SUHWLOH aHQVNH
PMHUHQMHP XVWDQRYOMHQR MH GDegVRIEPMARMIED GHNV W
BMI) 31 kg/mf SUHPD pHPX MH N D pvdtia Bsota]lt provedeneNabiete prije
uzimanja uzorka fecegarovjerenoje da osoba n&onzumira lijekove ili supstance koje bi

mogleizravno utjecati, odnosno mijenjati sastajevne mikrobiote.
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313.LaERUDWRULMVND RSUHPD ]D SUL Sbr&tB XzdrakaUDUHQMH S U
3.1.3.1.Pribor

¥ Automatske pipete

% Erlenmeyerove tikviced 500 mL, 1 Li2 L

% 6LOLNRQVNH FLMHYL UD]JOLpLWLK SURPMHUD
¥ Kleme

¥ Falcon kiveteod 15 i 50 mL

¥, Spojnice

¥, Staklene boced 250 i 500mL

3132. % LRUHDNW RUYF&meitddH A D O R

Uovom GLSORPVNRP UDbbrakdd JipReU2.@ (Wdth(s Biotechnologgrto
Mantovano, lItalija) korisnog volumena od 2 L. Bioreaktor je opremljen sustavom za
regulaciju temperature, sustavom za korekciju pH vrijednosti, ORP elektrodom (mjeri
RNVLGDFLMVNR UHGXNFLMVNL SRWHQFLMDO PDVHQLP PN
sustavom zaDVHSWLPQR X]J]LPDQMH X]J]RUDND WHKQLPNRP YDJF
LOQWHJULUDQLP SHULVWDOWLpPNLP SXPSDPD 2WYRUL ]D LQI
SRGORJH WH ]D GRGDYDQMH Hdkiptablo@aktdra M¥aAtLrQinsk&®iD O D ] H
MHGQR SURSHOHUVNR PLMHADOR SRNUHUH HOHNWURPRWR
SURFHVRP NRULVWL VH SURJUDPVND SRGUAND A/HRQDUGR?

3133. BUHYDM |]D DXWRROWHRIMXDIOSURpPLAUDYDQMH '1$

% Maxwell® 16 InstrumentPromega Sjedinjene$PHULpPpNH 'UaDYH

3134 2VWDOL ODERUDWRULMVNL XUHYyDML

% $XWRNODY A6XWMHVND?3 -XJRVODYLMD

Y% $QDOLWLPND YDJD P RGAHEM(B&lingnoHKrdlpévistvo

¥ &HQWULIXJD 8QLYHUVDO 5 +HWWLFK 1MHPDpPpND
¥ Hladnjak, Beko, Turska
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¥%» =DPU]LYDp )RUPMR7KHUPR VFLHQWLILF 1MHPDpPpND
% ODIJQHWVND PMH&G&DOLFD +HLOGRSK 1MHPDpPND
% THKQLPpND YDJD .(51 INE 1MHPDpPND

3.1.3.5. Kemikalije za pripravu hranjivpodloce

¥, ArabinogalaktanSigma 6 MHGLQMHQH $PHULpPNH 'UADYH
¥, BaktopeptonSigmaAldrich aSDQMROVND

¥, CijanokobalaminFluka 6 MHGLQMHQH $PHULpPNH 'UADYH
¥, D-biotin, FischerBioReagensKina

¥ Kalcijev klorid, bezvodniGram mo) Hrvatska

¥, Kalijev hidrogenfosfat (99%), bezvodicros, aSDQMROVND

¥, Kazein,Sigma 6 MHGLQMHQH $PHULPNH 'UADYH

¥ . XNXUX]Q ISignaIdRieh 6 MHGLQMHQH $PHULpPpNH 'UADYH
¥ Ksilan,Carl Roth GmbH 1MHPDpPpND

¥, L-cistein,Sigma 6 MHGLQMHQH $PHULpPNH 'UADYH

¥, Magnezijev sulfat heptahidrat (99,5%)ros, ASDQMR OV ND

¥ MenadionSigma 1MHPDpPND

¥ Natrijev klorid, Carlo Erba Reagensdtalija

%, Nikotinamid,Acros, BMHGLQMHQH $PHULpPpNH 'UADYH

¥, p-aminobenzenSigma,Kina

¥, Pantotenat (99%%igma Kina

¥ Pektin (izoliran iz jabuke)sigma &aYLFDUVND

¥, Tiamin hidroklorid,FischerBioReagens 1M HP D p ND

¥ Tween 80Sigma Ujedinjeno Kraljevstvo

¥% &HOMH]RY ,, VA@WDWSDQMROVND

¥ 4 X p Q HFWkaMDbvi Zeland

3.1.3.6. Plin pod tlakom

% N, | WHKQLpPNL NRPIgdsdePHNABKAL SOLQ
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3.1.3.7. Ostale kemikalije

¥ Etanol (70%)Gram mo] Hrvatska

¥ Glicerol, Gram mo} Hrvatska

¥% .ORURYRGLp Q@loNELbY Reage@dbalija

¥ Meliseptol,Braun 1MHPDpND

¥ Mukasol,Schulkke 1MHPDpND

% Natrijev hidroksidCarlo Erba Reagengtalija

% Octena kiselinaBaker 1MHPDpND

¥ PlivaSept TinkturaPliva, Hrvatska

¥, Pufer pH3, Reageconlrska

¥, Pufer pH 7 Reageconlrska

¥ Pufer pH 10, Reagecon, Irska

¥, Maxwell 16 Cell DNA Purification KitPromega 6 MHGLQMHQH $PHULpPNH 'U:
¥, Maxwell 16 Tissue DNA Purification KiPromegD 6 MHGLQMHQH $PHULpPNH '

3.138. 5DpXQDOQL SURJUDPL ]D DQDOL]X SRGDWDND

¥ Quantitative Insights IntMicrobial Ecology (QIIME 1.9.1)
% OLFURVRIW 2I1ILFH OLFURVRIW 6MHGLQMHQH $PHUL]

3.2. METODE

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

Kompleksna hranjiva podlogaSIEM, za eksperimentalni dio ovog radpe
pripremljena prema literaturnim podatcimeal Nuenen i sur.,, 2003 QD QDpPLQ GD VX
prvotnoodvagani sastojci iz Tablica 2, 3 zdsebno otopili u demineraliziranoj vodi. Prvo su
VDVWRMFL L] 7DEOLFH WRpPpQH RBEibGuIl pebegahiRMMDND S
Erlenmeyerovu tikvicu od 1 L i otgeini u 270 mL demineralizirane vod@WR SUHGVWDY
hranjivu podlogu P1 & prihranu mikrobne kulture prvogara procesa. Potom se u
Erlenmeyerovoj tikvici od 2 L pripremila ista takva hranjiva podlagepljena u 550 mL
GHPLQHUDOL]J]LUDQHR RGHRRDOUDNGBYRVWWXNR YHURM NROLPp
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P2 prihranjuePLNUREQD NXOWXUD X ELRUH D NPMétrisk, Kadd WIR. M HV U
YHUO QDY HG RRQd&IvXgana sol iz Tablice 3 prenese u staklenu bocu od 250 mL i otopi

u 30 mL denmeralizirane vode za PProcesseponRYL |D 3 V UD]JOLNRP GD VH GY
NROLpLQD VDVWRMDND RWRSL Rodloge su@tipremihitlsbddtiuke) D QH
manje vodgerseUDGL R SROXNRQW L QXzLotbpiry RdH z@ ipre @HEN-® G D

u staklenu bocu od 500 mL se prifté. L GRGDWQD R Wd&pthkagabe Priiogh) NROLD
koja se prije sterilizacije prenese u bioreakioH i ORP elektroce kalibrirane su prije
VWHULOL]DFLMH PRQWLUDQH QD JRtkQkbXens @ Rfeodd RUHD N
pripremljenoj otopini soli.Na temelju podataka iz literature (Maathuis i sur., 2009)
LIUDpXQDWD MH NROLPLQD YLWDPLQD SRWUHEGRvAD SULS
navedenog u Tablici 4W R p Q D fastojakaJibkazanaRrilogu §. Otopinaje pohranjena

u hladnjakina 6 f &

3.2.2. Sterilizacija podloge, pribora i aparature

Prije same sterilizacije, dio pribora se odmah cijevima spaja na bioreaktor na za njih
SUHGYLYHQD PMHVWD G6O0OLND 1D SRORADMLPD L VX VS
regulaciju pHvrijednostt WRNRP SURFHVD QD SRORA&DM Xtikvidde VSRMH
hranjivom podlogd® 3 D Q D uSReOsRadBMénmeerova tikvica od 1 L u kojoj se
homogenizirauzorak fecesa za inokulacijiZ D N R grijelsterilizacijeje pRWUHEQR EDAaGD!
pH i ORP elektrodu i zatvoriti svetwwre koji se ne koriste loi s klemom ili otvorenes
filterom za zrak. Bitno jeabrtviti sve druge otvore na bioreaktorlD aW LW LW2apBlW LN O M X p
ORP elektroduRWYRUHQH QDVWDYNH FLMHYL REORALWL IROLMRP
koja nastaje tijekom sterilizacije.aboratorijski bioreaktior| DMHGQR V SRPRUQLP GLNM
se sterilizirau autoklavuna WH P S HU D W X Udkuph@mntrajghgioX15 minuta.Otopine
soli, koje su sterilizirane odvojeno od hranjivih podloge, potrebno odmah nakon
sterilizacije prebacitiu Erlenmeyerove tikviceas SIEM hranjivom podlogomkako bi se
VPDQMLOD PRIJXUQRVW NRQWDPLQDFLMH 6,(0 KUDQMLYH SR
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~1

11.

n

Slikall 3RORADML SULNOMXpDND QD SRNORSFX ELRUHDNWRU
1D JRUQMRM SORpPL QDOD]H V HndsWs¢lRe) B) izBvajanjeXpodiode, @)X aL QH
unos hranjive podloge, 5) inokulaciju, 6) temperaturna sonda, 7) izuzimanje uzoraka, 8) filter

za ulazni plin, 9) pH elektroda 10) ORP elektroda, 11) hladilo, 12) filter za izlazni plin

3.2.3. Sastavljanje aparatue i postavljanje parametara procesa

Nakon sterilizacijeje potrebnospoijiti kompletansustavprije po [etka procesa(Slika
11). Takosenapolo aje 9 i 10 priklju juju kablovi zaspajanjepH i redokssondisasufeljem
koje upravljacijelim sustavomU zaditnu cijev temperaturnsorde Q D S R O BeulijevaX
glicerol u koji se stavlja sondakoja je takoyer spojenasa suleljem. Grija [p vode u pla&u
bioreaktorasuspojenis kontrolnomjedinicomnakojoj senalazeperistaltifke pumpei kojaje
takoler spojenasasufeliem Na zato predvijeno mjestose priklju fuje motor koji pokreig
mije &@lo u bioreaktorute senahladilo priklju juju cijevi kojima sehladnavodauvodiu plad
bioreaktorau svrhu regulacijetemperatureu sustavu Za osiguravanjeanaerobnihuvjetg u
sustavseuvodidu & (Slika 11, polo @j 8) u koli [ini 0,2 NI/min.

Nakon sastavljanjapotrebneaparaturete prije po [etka samogprocesa potrebnoje
prvo postaviti &ljene parametre Svi parametrise pode@vaju preko korisnifxog sufelja
upravljafke jedinicenakojemje instaliran Aeonardc® programskipaket Po%io sesimuliraju
uvjeti uzlaznog popremog i silaznog dijela debelog crijeva, temperaturau sustavuje
pode&nana  E, apH, ovisnood dijelu debelogcrijevakoji se simuliranab5.8, 6.2te 6.8.
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Da bi se sprijeflo slijeganje neotopljenih sastojakau bioreaktory mije @&nje je prije

inokulacijepode#&nona50 o/min*®. Radnivolumenbioreaktorge bio 600ml.

Slikal2 /DERUDWRULMVNL VXVWDY ]D YRYHQMH SURFHVD IHUP

3.2.4 Faza prilagodbe mikrobiote u bioreaktoru

.DR a4WR MH Y H ipoglsvRuB12.Q. XWbiRrezktoru se nalazi 500 mL otopine
soli kako tijekom sterilizacijgpH i ORP elektroda neb RVWDOH VXKH 3Ra&WR MH |
volumen u bioreaktoru 300 mL, prije inokulacijgkrobiote X ELRUHDNWRU YLADN R
VH LVSXPSDYD L RGEDFXMH (NVSHULRPA QW MWHHA HD S)R]IRLUDNVDH | |
cillane mase J PHYyXWLP RYLVQR R GREDYL X]J]RUND IHFHVD X
inokulirano28,8¢, a u drugonB80 g Feces se homogenizimaotopini soli volumena 300 mL
u Erlenmeyerovoj tikvici od 1 L iz koje se potom homogenizat prebacuje u bioreaktor
SRPRUSHULVW D O PatrgpvlagodBexnikedbiote u trajanju od 4 gatarovedenai
ELRUHDNWRUX X XYMHWLPD NRML VLPXOLUDMX X]OD]QL
BULODJRGED MH YRYHQD X DQDHUREQLP XYMHW IpRfl XYRVHC
SURPMHQH EU]JLQH URWDFLMH PLMH & D/QiR a@aksirhaMaH199 L Q L P D (

o/min (10 minuta pri 3@®/minuz stupnjevitu promjenu na 180minkroz 2 minute).

325 9RYyHQMH DQDHUREQRJ PLNUREQRJ SURFHVD X ELRUHDN

Nakon fazeprilagodbe VOLMHGL ID]D XVSRVWDYH VWDELOQH UDY
R @8DUAQRP SRVWXSNRP NRML SRpLQMH PRudéna Q0 mIP ED]QF

19 o/min - okretaja po minuti
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(poglavlje 3.2.1.) sa suspenzijom mikrobiote u otopini soli (poglagl4.) istog volumena
b LPWH S&rddhilvaélumen od 600 mL u bioreaktorkoii traje 24 sata.

Nakon 24 sataje izYUAHQD L]PMHQD SRGORA IFMLPDmetbne Q GD |
SRGORJH PMHARYLWD PogalWwihbvEgkriy smpxrab dok e R Gl
ostavlleno u boHDNWRUX WH MH SRWRP GRGDQR P/ 3 KUL
SHULVWDOWLpPpNLd SX¥RSHLEURWARAPH SRPHWND XEDFLYDQMD
S+ X VXVWDYX MH SRGHaHQ QD MHU VH X RYRM ID]JL HN

dijela debelogrijeva.

1D LGHQWLpPpDQ QDpPpLQ MH SURYHGHQD L WUHuUD RGQRYV
uvjeti silaznog dijela debelog crijeva. Nakon izmjene podloge i prihrane s preostalih 300 mL
3 KUDQMLYH SRGORJH SRGH&aHQ MH Srandagndijelu dedelbgR EL R(
crijeva. IDNRQ SURWHNOLK VDWD SURFHVD X NRMLPD VH VY|
SULKUDQD VD VYMHARP KUDQMY R REIBDQSRGD RatRkako bB $ERFHV |
odredlaELRGLQDPLND PLNURELRWH L QDNRQ SUHVWDQND SULE

Homogenost medija bioreaktoruWLMHNRP SURFHVD RGUaDYDQD MH
PLMHaADQMD Rolng@nxuV fdup8jévitu promjenu na 158min kroz 2 minute).
Tijekom fermentacije & H QoM W#ifedthost. V X R G dclBverije@ ldtopine NaOH ili HCI,
GRN MH DQDHUREQRVW RVLJXUDQD NRQWLQXLUDQLP SUR
ukupnog trajanja procesa od 98 D W L S U D ibin@Qparametrivprocesa (brzirakretaja
PLMHADOD WHPSHUDWXUD S+ YU udbkGj€kiRpowncija@)URW RN G
SUDUHQMH ELRGL QshaRih liZHsab slNUdIiREX RRWIHL PHGLMD SRPRUX V.

sterilno izuzimanjee su uzorci odmah po izuzimargospremljeni u legnicu na [ &

3.2.6 Automatizirana izolacija DNA

Prije same izolacije DNA, potrebno je alikvot odmrznutih uzoraka centrifugirati na
1000x J SUL f& WH GRELYHQL VXSHUQDWDQW RWSLSHWLU
kazete Maxwell 16 Cell DNA Purification kd. ,]RODFLMD '1$ L] SRpHWQLK X]F
VDNXSOMHQLK X]J]RUDND L] ELRUHDNWRUD SURYHGHQD Ml
SURL]YRYyDpD =D L]JRODFLMX '1$ L] X]JRUDND L]X]JHWLK WLM
Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit, dok je za uzorkd Y MHEARBVD NRULAWHQ 0D]J[Z
Tissue DNA Purification Kit8 MDALFX ]D GRGDYDQMH X6 RissDENODNAND ]HW H
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Purification Kitaa stavljeno M H J IHFHVD GRN MH X VOXpDMX &HOO
dodano4 —/ VXVSHQ]LOVMMHGMIRPLEDGQRP FLNOXVX PRJXUH MH
16 uzorakaPostupak izolacije DNA sevodi prema uputama prégiYy RyDpD |]D SRRMHGLQL
izolaciju. Na kraju procesae dobije 300—izoOLUD QH L [BNARIeladjskapuferu

RG NRMH VH —/ RWSLSHWLUD X VWHULOQX-HSA&XGN pHSI
slanja na sekvencioniranjeok se preostak —/ NRULVWL ]D RGUHYLYDQM
LIROLUDQH '"1$ L] X]R UdrdpBpékiRaopmatrd D Q R

3.2.7. Mjerenje koncentracije DNA

2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH "1$ L] X]JRUDND SURYHC
spektrofotometru. Za slijepu prooM H N R eluaziypkH Qufer iz Maxwell kompleta.
Koncentracije izolirane DNA za oba uzgoja prikazane su u tablici 6.

3.2.8 Sekvencioniranje 16S rRNA marker gena

Sekvencioniranje DNA jeL]Y U aHMpoRcular Research Lab, Teksas, SABRo
ugovorenavanjskausluga SUL pHP X M HnetbBalskel/éheldpianja sparenih krajeva
(pairHQG VHTXHQFLQJ QD ,00XPLQD OL6HT XIB-BOPRMaX .RUL:
XPQDaDQMHUHILMD JHQD NRML NRGLUD ]D 6 U51% NRULAV
reakcije (PCR)X FLNOXVD 1DNRQ XA QdhaATR praiuktl < pPotHepeni
na2%RP DIJDUR]JQRP JHOX WH VX SURpPLAUHQL NRULAWHQME
SURpLAUHQL 3&5 SURGXNWL VX NRULAWHQL ]D LJUDGX '"1$ 1

DNA library protokola tesuzatim sekvencionirani lllumina MiSeq platformom.

3.2.9 Obrada podataka sekvencioniranja i analiza bakterijske bioraznolikosti

Sirovi podaci sekvencioniranja fragmenta gena 16S rRNA dolaze u dva dokumenta u
)$674 IRUPDWX NRML VDGUaDYD SRGDWNH R RpLWDQRP VC
VYDNRJ SRMHGLQRJ QXNOHRWLGD 6YDNL GRNXPHQW RGJR
VH GRELR XNXSQL XPQRAHQL IUDJPHQW SRWUHEQR MH VSRI
NRULAWHQ SURJUDP 3DQGD6HT VD VWDQGDUGQLP SRVWDY
VOMHGRYD RG GR QXNOHRWLGD 6SRMHaEQiLzaVOMHGF
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SURJUDPVNL SDNHW 4,,0( 6YDNL MH VOLMHG GRGLMHOM
RpLWDQRJ EDUNRGD NRML VH QDOD]L QD SRpHWNX VYDN
QXNOHRWLGD QLMH X SRWSXQRVWL RGJRYDUDORIzZMHGQRP
daljnjih analiza. Sljedovi svakog uzorka su klasterirani u operacijske taksonomske jedinice
(OTU VD PLQLPDOQRP SRNULYHQRAUX RG L PLQLPDO
NRULAWHQMHP 8&/867 DOJRULWPD LPSOHPHQWLUDQRJ X 4,,
su; 2010). Reprezentativni slijed svakog klastera je poravnat sa SILVA taksonomskom
EDJRP NRUL&AWHQMHP S\QDVW DOJRULWPD )LORJHQHWVNR
joining metode s Kimura dvparametarskim modelom implementiranim u Clearcut program

=D RGUHYLYDQMH UD]JOLpPpLWRVWL L]PHYyX VYDNRJ SDUD X]R
UniFrac metrika koja se zasniva na dijelu duljine grane stabla 16S rRNA gena dijeljenog
LIPHYyX GYD X]RUND ODOD 8QL)UDF XGDOMM®X RNOAL pDDQU D DV
bakterijskih zajednica i koje su evolucijski bliske. U upotrebi su dva tipa UniFrac metrika
WHALQVND L QHWHALQVND 7HALQVND 8QL)UDF PHWULND S
obzir prisutnost i zastupljenost pojedine taksonombkel GLQFH GRN QHWHALQVND

samo prisutnost.

Rezultat obrade sirovih podataka sekvencioniranja u programu QIIME je biom tablica,
NRMD VDGUAaL VYH LQIRUPDFLMH R VHNYHQFDPD L WDNVI
GRNXPHQW NRML ND®UNL]|ESRYHIQEEMX DOID L EHWD UD]
taksonomsku klasifikaciju dostupnih taksonomskih kategorija po uzorcima prikazanu
VWXSpDVWLP GLMDJU
1D JUDILpNLP SULNDI]LPD SRJODYOMH 5HIXOWDWL L
uzastolQ LK X]JRMD SURYHGHQLK X E%RUNDBNRNQRDEHQLI X PRPUDF o L
X]JRMD &aL+1%hl %R0GQRVH QD XJ]RUNH L] GUXJRJ X]JRMD D AL
XJ]RUNH L]YRUQRJ IHFHVD ]D VYDNL SRMHGLQ Luzégk®& M 7DEO

izmjerenu koncentraciju izolirane DNA.

10TU- HQJ A2SHUDWLRQDO WD[RQRPLF XQLWS?
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Tablica 6. Prikaz koncentracije izolrane DNAREMDAaAQMHQMH AaLIULUDQLK X]RU

Wi : : . | Koncentracija : . | Koncentracija .
uzorkovanja | Prvi uzgoj QJ |/ Drugi uzgoj QJ |/ Prihrana
(dan)
F10 / GM2 / Feces
0. dan B11 4224 BM1 52,78 Prije HP
512 373,99 BM2 141,71
, Hranjiva
1. dan B13 327,34 BM3 50,35 podloga 1
B14 278,82
B15 281,45 BM4 17 01
2. dan B16 168,02 ! Hranjiva
BM5 9,36 podloga 2
B17 114,63
B18 180,14 BME 9.21
3. dan B19 99.26 ! Hranjiva
BM7 -5,11 podloga 3
B110 109,35
4. dan B111 77,71 / / /
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4. REZULTATI | RASPRAVA

1DMYHUL EURM LVWUDALYDQMD NRMD VH irEDYH L’
vitro sustavimaJGMH VH SUDWH L LVWUDAXMX PQRJL DVSHNWL SR
GRPDULQD PHNWBBERELFWLND SRPROX PLNURELRWH w
razninkomponenthrane, poglavito raznih prehrambenih vlakana, na sastav mikrobiote,
energeWNR LVNRULAWHQMH IHUPHQWDFLMH SUHKUDPEHQLK Y
uglavnomfokusirana na mjerenje promjena koncentracije SCFA koje proizvodi mikrobiota i
QHAWR PDQMH QD SUDUHQMH SURPMHQH VDVWDY,Bo0kPLNUREL
VH QDMPDQMH SURYRGH LVWUDALYDQMD NiR WD s&tamWH RGJ
NRML VLPXOLUD RGUHYyHQL GLR GHEHORJ FULMHYD pRYMH

diplomskog rada.
4.1. TAKSONOMSKA RAZNOLIKOST MIKROBIOTE

Taksonomska raznolikost analizirane mikrobiote koja je kultivirana u bioreaktoru se
prikazuM H V WK SijagrBrivma. Nalgi 13 senalazi VW XSLpDVWL GLMDJUDP NI
SURPMHQH X WDNVRQRPVNRM UD]J|QROLNRVWL PLNURELRW]
aLIURP 'B UD]JUHGD R]QDpHQRJ aLIURP 'B UHGD R]QDpPHQ
ALIURP 1B URGD R]QDpHQRKojeasu Widlffre UB tablici na 8&ci 14.

— - [aa] =+ u [¥=] P o I — i~ [ia] = [Tal Ir=] r~ =] ~
— — — — — — — — — = = = = = = = 1 -
[Fa] [Fa] [7a} [7a} o [=a] [Fa] [Fa] [ia] o o o == o == o [ iG]

Slika 13. 6WXSLpDVWL GLMDJUDP NRML ULND]X NdjediidmW XSO M |

uzorku

B110
B111
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Slika1l4. 7TDEOLpQL SULND] SRVWRWND |]DVWXSOMHQRVWL EDNW

crijevne mikrobiote

6 WXSLpDVWL lid L3vpbkakuiz Raspupljeviost pojedinih bakterijskih koljena u
analiziranim uzorcima izuzetima iz bioreaktora tokom proceg@junikrobiote. Iz slikge
vidljivo da su dva najzaspljenija koljenaFirmicutes R]QDpHQ OMXE Lt ROYaNdRP ER MF
BacteroidetessR]QDpHQR QDUDQ@EMDNMWRBRWARMRBROMXMX SRGDFL L]
jednoglasno utvrdila da su upravo ova dva navedena bakterijska koljena najzastupljenija u
sastavu crijevne mikrobiote (Voreades i sur., 2014)sastavu mikroluite iz uzoska VY MHaHJ
fecesaR ] Q D p H Q L ia V1D iaGM2Judjel koljenaFirmicutesje bio u rasponu od 36,2
61,5 %, a koljenaBacteroidetes3l1,7 - 48,7 %. Zastupljenost navedenih koljena se nije
]QDpDMQR PLMHQMDOD WLMHNRP DGDSWhHIirMaudtdayd uSHULR G
trajanju od V DB vadljivo kod uzoraka B11 i BM1. Daljnim tokom procesa vidljive su
]QDpDMQH SURPMHQH X ]DVWXSOMHQRVWL EipbdWwdaw L MV NLK
sustavte promjene pH vrijednosti sukladno dijelu debelog crijeva koji se simulltako je
prvi dan procesa nakon dodatka prvih 300 mL hranjive podloge u segtaivpH 5.8 koji je
NDUDNWHULVWLPDQ ]D X(@bor§i@l2BLR BEHEBR RBMFER §IGIR 05 R
opadanja zastupljenosBacteroidetesWH LV W R G R E Q RdtudéhdyskiRirDiQuiéd
koljena.Upravo je taj odnos gdje dolazi do opadanja zastupljenosti kdBexteroidetes
LVWRGREQRJ SRYHUuD Q M Birhi2ziteshioGe0dv bidpR/ivt Widmaxker® kejH& D
SRYH]JLYDR VDVWDY PLNURELRBWMW,H006PKaRdje \Wrod@R ekao, /H
zastupljenostBacteroideteskoljena je kontinuirano opadala uz blagi porast zastupljenosti
FirmicutesWH |]QDpDMQRJ Bdinbbacteviakod RIGIMH Q R p HOVEXR Lk orku
VY MHféddsa do kraja uzgojaomash na 33,23 - 53,47%. Kontinuirano opadanje
zastupljenosti koljen®8acteroidetegijekom procesa uzgoja mikrobioteim vitro sustavu se
SRWHQFLMDOQR PRaH SULSLVDWL QHGRYROMQLP NROLpPLQ!
]D VYRM UDVW V RE]JLURP GD %DFWHURLGHWHY ]DKWLMHYD
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SRGORJD NRULAWRNE RLMHRF DGBAMHD GRVRDAS/PID WROLpL(
RpLIOHGR ELOD QHGR \Z&gtDpeqobt baladrifskog koljeroteobacteriase

QLMH ]QDpDMQR PLMHQMDOD WR N R RerfutdvhidrobRIX SYHRIFHPV D G
SRVWRWNX GHWHNWLUDQR 2, XQWR4k&\ e uvadaptdcjskdm Ipefddly D * 0
zastupljenost porasla na 6,65%, ali daljnim tokom procesa se smanjila na gotovo
nedetektabilne razine. Koljen@yanobacteriaMH ELOR SULVXWQR VDPR X X]I
fecesa, 0,94+ WH X SRPpHWQRDINIDQL p&uUtBdfidcdmicr@bia se ne

detektira.

Slika15.6 WXSLpDVWL GLMDJUDP ]DVW Xpgoednd@uwsdiL EDNWHULM

Nadlici 15 je prikazana taksonomska podjela bakterijske porodice, odnosno obitelji, iz
koje je vidlivo da su X X]RUFLPD VY Mrdjadstliplijehlj& Heakierije obitelji
Bacteroidaceae Rikenellaceaekoje pripadaju koljenuBacteroideteste bakterijeobitelji
Ruminococcaceae Lachnospiraceaekoje pripadaju koljenuFirmicutes Dodavanjem
hranjive podloge u sumt i mijenjanjem pH vrijednosti opadala je zastupljenost
Bacteroidaceae Rikenellacea@bitelji uz istodoban porast zastupljendstichnospiraceae
Lactobacillaceada Erysipelotrihaceage nakon je drugog dana proceasdodatka druge po
redu hranjive podlogeGUDVWLPQR SRUDVOD ]DVVBKi®baetetigteasW EDNW
SRpHW QQER% na 29,53t53,24%. 7UHUHJ GDQNDSBIR MHHVR VXVWDY GRG]
posljednja hranjiva podlogge vidljiv porast zastpljenosti bakterija obiteljClostridiaceae 1
i Veillonellaceae(samo u prvom uzgoju) uz istodobno smanjenje zastupljenosti obitelji
Lachnospiraceaesve pripadnika koljen&irmicutes. Zastupljenost obiteljiAlcaligenaceag
pripadnika koljen@roteobactea, je relativho postojaaitijekom cijelog procesa.
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Slika 16. 6WXSLpDVWL GLMDJUDP ]DVWXS Q@dfedic@RhViabtkuE DNWHU
RGJRYDUDMXuUuRP OHJHQGRP

SBURPDWUDMXuUL NUHWDQMD WDNVRQRPVNH UDJQROLNR
R p LJO H Gdnplekshdstsastava mikrobiote. Wakterijskom koljenuFirmicutes u
X]JRUFLPD VYMHAaHJ |HFH YV DFdgdalMddeviuhixX:ai@inbebrhaddde UFEG R Y L
014 Rod Faecalibacteriumu kojem je najpoznatija vrstBaecalibacterium prausnitziie
jedan od najzastupllenMLK EDNWHULMVNLK URGRYD X GHEHORP FUL
YUVWDPD NRMH PX SULSDGDMX SULSLVXMX SRWHQFLMDO
(LopezSiles, 2017). Kako je proces tekao, zastuplijenost ro#&aecalibacterium je
kontinuirano opad R aWR EL PRJOR ELWL XVOLMHG QMHJRYH SRW
poput propionske, is&e X W L U IY [p(@HH UQ-pr@@HO H ULIMRQH NLVHOLQH '60=
NRMH QLVX SUHGYLYHQH NDR VDVWRMFL R @&DiEMLBEQH KUDQM
Kasnije u procesuuzgoja od Firmicutes koljena prevladavaju rodoviErysipelotrichaceae
UCG-003 Doreg Clostridium sensu stricto L RoseburiapLMD J]DVWXSOMHQRVW Mt
GUXJRP X]JRMX WH VH UM% Hasprathx&s81pljenxsti u prvom uzgoju od
0,9 16,2 %.U koljenuBacteroideteprevladavaju rodovBacteroides Alistipes a u koljenu
Actinobacteriasu najzastupljeniji rdovi Bifidobacteriumi Collinsella Nagli porast roda
Bifidobacterium X GUXJRP GLMHOX REDMX SDUDOHOQLK X]JRMD
reakcije navedenog roda na promjene uvjetan witro sustavu ili se takva promjena
potencijalno dogodila zbog biasaetode izolacije ili sekvencioniranjalU koljenu

Verrucomicrobiaje najzastupljeniji rodAkkermansiaza koji je poznato da bakteske vrste
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koje mu pripadajuU D ] J W bhgicknMe ga potom koriskao izvor ugljika G X &éndrDije za

vlastiti rast (Derrien i sur2009. 8SUDYR pLQMHQLFD GD LP MH JODYQL L]
NRULAWHQRM KUDQMLYRM SRGOR]L QLMH ELRkBronandix WD Q RE
URGD X X]RUNX VYMHAaHJ | hokdh\adaptackskBg phrdda fexnjenbvidetpuno

smanjivanje daljnim tijekom procesa.

4.2. ALFA RAZNOLIKOST

Alfa raznolikostpredstavljaraznolikostvrstau svakompojedinomuzorkuili stanidu
te opisuje bogastvo vrstdi nedostatakstih, X MHGQRP X]J]RUNX 2GUHYLYDQMH
X 4,,0( SURJUDPX VH YU&GL X pHWLUL NRUDND SUYL NRUDN
NRMH SUHGVWDYOMDMX ED]X ]D RGUHWUHIQ MHRBMREFD VR]Q
raznolikogi, odnosno odr’gLYDQMH SULVXWQLK YUVWD ]Du prYOONNX 278
koraku VOXpDMQLP X]RUNRYDQMH Ri prjvilhionkdraziha2do &losuzames0 L F H
broja uzoraka koji odgovara najmanjem uzorkBiIRV O M H G Q kbtak je iganeyirdnjé L
GLMDJUDPD ]D YL]XDOL]JDFLMX SRPRUL PDSSLQJ G@®RNXPHQ\
vizualizaciju alfa raznolikosti se koriste regresijskekrivulje poput krivulja prikazanih na
slikamal7i 18. Na slici 17 svakakrivulja predstavljaodreyenukategorijiu+ X RYRP VO XpD M)
prikazujebroj procijenjenihOTU-ovau uzorcimaizuzetimaiz bioreaktoralcrvenakrivulja) i
iz uzorka svje&g fecesa(plava krivulia) X] QD]QDPHQX UD]JLQX JUH&ANH ]
poduzorkovanjaNa dlici 18 su prikazane rarefrakcijske krivulje procijenjenih Odva za
svaki pojedini uzorak izuzet iz bioreaktora VYDNL SRMHGLQL X]J]RUDN VYM
SULSDGDM X iR Na Objeitd QKamRaPje vidljivo da nije dosegnutahorizontalna
asimptota @ ] Q Ddalbroj o [tanih sljedovapo uzorku nije bio dovoljandabi u potpunosti

odredionjihovu bakterijskubioraznolikost
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Slika 17. Prikaz alfa raznolikosti rarefrakcijskim krivuljama u ovisnost@jenjenihOTU-
ova i sekvenci po uzorkiD X]JRUNH L]X]HWH L] ELRUHDNWRUD L X]RUDI

Regresijske krivulje na slici 177SULND]XMX DOID UD]JQROLNRVW X]R!
plava krivulja, te uzoraka izuzetih iz bioreaktora tokom procesa uzgoja mikrobiote, crvena
krivulja. 1z grafa jevidlivo da MH YHUD DOID UD]J]QROLNRVW SULVXWQD
QHIJR NRG X]RUDND L]JX]JHWLK L] ELRUHDNWRUD 2YDNDY |
literature poznato da uzgojem mikrobiote im vitro sustavima dolazi do smanjenja
raznolikostt MNURELRWH ELOR ]JERJ SRMHGLQLK XYMHWD NRML
]JERJ VDVWRMDND KUDQH GRGDYDQLK X VXVabthianlkRaMH R G L
vlastiti rast(Aguirre i Venema, 2017)

Slika 18.Prikaz alfa raznolikosti rarefrakcijskim krivuljama u ovisnosti procijenjenih ©TU

RYD L VHNYHQFL SR X]JRUNX V SULSDGDMXuRP OHJHQG
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Na slici 18su prikazane krivulje gdje svaka krivull@ UHGVWDYOMD RGUHYHQ!
JUDID MH YLGOMLYR GD QDMYHuUX DOID UDJQROLNRVW LPDM
VYMHAHJ IHFHVD SRWRP LK VOLMHGH X]JRUFL % L %0 JGI
odmah po inokulaciji,a BM3 nakon dd#a prve hranjive podloge u bioreaktor. Uzorci BM1,
B14,BM2, %0 % L % LPDMX YUOR VOLpPpQX UD]JQROLNRVW NR
NULYXOMD X JUDIXe i kod uzntaka BMOWSK DAL MD 1H&WR PDQMX UD
imaju uzorci B15i1%0 GRN MH QDMPDQMD UD]J]QROLNRVW ,SULPLME
%0 % WH % AWR MBRIAWR FKXHR BRI Ds|jEdnjeg i

posljednjeg dana procesa.

4.3. BETA RAZNOLIKOST

Betaraznolikostpredstavljaraznolikostizmeu vi & uzorakau analizi [)me sedobiva
uvid u sli mosti prisutne crijevne mikrobiote 5H]XOWDW RGUHYLYDQMD EHWI
kvadratna matica NRMRM MH LJUDpXQDWD XGDOMHPRIAMW NRBBDRIU
X]JRUND =D UDpnoQiQRvHY XX XPROWD N DQ N W HNARW SV ND 8QL)U
PHWULND 1HWHALQVND 8QL)UDF PHWULND MH NYDOLWDWL
odnosno odsutnosti taksonomskih grupa u uzorgitok te dnska UniFrac metrikaobuhvaia
prisutnost i zastupljenostsamih taksonomskihgrupa & ju |ni kvantitativnom Za
vizualizaciju usporedbesastavamikrobiote izmeju svih uzoraka kori &na je osnovna
koordinatnaanaliza RrincipalCoordinatesAnalysis3- PCoA). PCoAmetodasmjedia uzorke
u trodimenzionalniokvir natemeljuudaljenostiodreyenoj UniFrac metrikom té je vidljivo
nasikama19i20. IHWHALQVNL 3 & RikaquiepNs@hostltaksonomskih grupa
X]JRUFLPD VYMHAHJ IHFHVD L X]JRUFLPD L]X]J]HWLPD L] ELRUF}
te dnski PCoA na slici 20je kori &en za prikaz rezultatabeta raznolikosti kojiomoguiilje
uo [avanje sli mosti, odnosno razli [itosti uzoraka na osnovu prisutnosti i zastupljenosti
razli [itih mikrobnihvrstau uzorcimadvaju paralelnihuzgojamikrobioteu bioreaktoru Osim
3&4R$ SULND]D EHWD UD]J]QROLNRVWL RGUHYHQX QHWHALQ
SURYHGHQD MH L VWDWLVWhdARDONIS QANOLIMOMéDIdNKRKD Ki 9¢ X N R UL
RGUHGLOD VWDWLVWLpPpND J]QDpDMQRVW JUXSLUDQMD
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Slika19. 3& R$ SULND] EHWD UD]J]QROLNRVWL QHWHALQVNRP 8QL

Slika 20. PCoA prikaz betaUD]QROLNRVWL WHALQVNRP 8QL)UDF PHWRG

Naslici 20 senalazitrodimenzionalnprikaz betaraznolikostis nazngenimklasterima
uzorakagrupiranimapo danu Svakiklasterodgovaraodreyenomdanuprocesatako klasteru
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naranfastomobrufu oznajava uzorke svje &g fecesa a odmahdo njih se nalazei crvene
kuglice grupiranih uzoraka izuzetih iz bioreaktora odmah nakon inokulacije fecesau

bioreaktor Nadalje u plavom obruju se nalazeklasteri uzorakauzorkovanihprvog dana
procesaprije i nakon dodavanjaprve hranjive podloge u sustay zeleni obrup oznajava
klastereuzorakauzorkovanihdrugogdanaprocesaa ljubi |asti prikazujeuzorkeuzorkovane
tre ieg dana procesa Na temelju udaljenostiuzorakau PCoA prikazu je vidljivo da je

mikrobiota za svaki pojedini dan procesau kojem je dodavanahranjiva podlogau sustav
sli [mnog sastavau obaparalelnauzgojate serazlikuje od mikrobioteu po [@tnim uzorcima U

odnosuna netednsku UniFrac metriku vidljivo je da betaraznolikostdobivenate dnskom
UniFrac metrikombolje definira klasterepo dany neovisnoo kojem uzgojuseradi. Nakon
provjere rezultata statistifxom analizom koristeii neparametrijskeADONIS i ANOSIM

metodekoje testirajudali sedefiniraniklasteriuzorakaznalajnorazlikuju, dobivenoje u obje

metodedasu klasteridefinirani po danuuzgojastatistilki znafajni sap vrijedno&uii0,001. R?

vrijednost koju daje ADONIS metoda oznafava postotak varijacije udaljenosti koju

obja éjava testirano grupiranje ADONIS metoda je testirala klasteriranje uzoraka na
udaljenostimadobivenimnetedgnskomi te danskom UniFrac metrikom grupiraninna temelju
danauzgojazazasvakipojedinami uzgoji zaobauzgop zajedno Grupiranjasu znafajna za
sve testiraneparametresa p-vrijedno&ui0,001, dok R? vrijednostvarira ovisno o kori &noj

UniFracmetricii parametruKori &enjete anske UniFracmetrikei odvojenogledanjesvakog
uzgojapo danima najbolje opisujeklasteriranjes R? vrijedno&ii0,95397 dok je vrijednost
za oba uzgoja zajedno0,84482.Netednska UniFrac metrika lo §ie opisuje grupiranjes R?

vrijednostima0,43819i 0,73515.ANOSIM metodatakoer daje rezultatda su klasteriranja
po danimauzgoja statistifki znajajna s p-vrijednoauiod 0,001i R vrijednostimablizu 1

oznajavaj i znafajnostgrupiranja Takvasli mostpo [etnih uzorakasvje &g fecesa uzoraka
izuzetih iz bioreaktoraodmah nakon inokulacije mikrobiote u sustay isklju fjuje utjecaj
uporabe razli [tih kitova za izolaciju DNA na sam postupak odrejivanja bakterijske
bioraznolikosti Blizina klastera po danima procesau oba paralelna uzgoja potvrijuje

reproducibilnostin vitro procesakultivacije mikrobiote uz odreyeni dio varijacije uzorka
definiran razlikom u poetnom inokulumu té i dostupnaistradvanja tako'er potvriuju

(Cordonnier sur., 2015;Aguirrei sur.,, 2014).

U konajmici, nakonuspje&o provedenogizgojacrijevnemikrobioteu in vitro sustavyl
o [iglednoje da i@ seu buduim istradvanjimatrebatioptimizirati hranjivapodlogas obzirom

na pojedinabakterijskakoljena Pritom se poglavitomisli na Bacteroidetes}iji je gubitakna
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bi se to mije mogaodefinirati sastavmikrobiote uzgojeneu in vitro sustavy potrebnoje
produljiti vrijeme uzgojamikrobiote te bi se tek ondapotencijalnomogaodefinirati sastav
mikrobiote iz in vitro sustavakoji bi se kasnije mogao koristiti kao standardnipo [etni

inokulumzasvebuduig procese
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1) Uzgoj crijevne mikrobiote in vitro sustavu rezultira sastavom mikrobnih zajednica koje

su reproducibilne.

+UDQMLYD SRGORJD NRUL&GWHQD ]D SULKUDQX PLNURE

mikroorganizme te ju je potrebno modificirati.

6OLPQRVW PLNURELRWH X VRRWDNRZUGHIERNDPXQWH EGIDV I
UD]JOXpLWL VYDNL SRMHGLQL GDQ X]JRMD

4) Uzgojem u bioreaktoru dolazi do gubitka bioraznolikosti mikroorganizama vidljivih iz

analiza alfa raznolikosti.

5) Uin viro VXVWDYX GROD]L GR ]QD |Badie@ielesl X BIRW NID INRVOQ/RH
porasta zastupljenosti koljedatinobacteria
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7. PRILOZI

Prilog 1. Tablica s dvaganaugljikohidrata SIEMa za prihrandP1 (600 mL)

SASTOJAK .21,y,1$ J 1/
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

Pektin 2,8282 2,8237
Ksilan 2,8217 2,8241
Arabinogalaktan 2,8209 2,8248
Amilopektin 2,8225 2,8240
Kazein 14,1245 14,1201
aNURE 23,5273 23,5234
Tween 80 10,2000 10,2000
Baktopepton 14,1114 14,1177
aXpQH VRA( 0,2444 0,2455

Prilog 2. Tablica s dvaganasoli za SIEM za prihranu P1

SASTOJAK 21,y,1$ J |/
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

KoPOs T 40 0,6297 0,6350
NacCl 1,4870 1,4876
FeSQ 1 +0 0,0018 0,0019
MgOs T %O 0,1646 0,1685
CaCh 1 40 0,1124 0,1132
axXpQH VRA( 0,0166 0,0170
Cisetin hidroklorid 0,1024 0,1028




Prilog 3. Tablica s dvagamaugljikohidrata SIEMa za prihranu P2 (1200 mL)

SASTOJAK 21,y,1% J/
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

Pektin 5,6474 5,6458
Ksilan 5,6487 5,6475
Arabinogalaktan 5,6491 5,6436
Amilopektin 5,6470 5,6430
Kazein 28,2509 28,2222
aNURE 47,0639 47,0448
Tween 80 20,4000 20,4000
Baktopepton 28,2627 28,2374
aXpQH VR 0,4845 0,4838

Prilog 4. Tablica s dvaganasoli za SIEM za prihranu P2

SASTOJAK .21,y,1% J/
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

KoPOs T 40 1,1458 1,1479
NaCl 2,7025 2,7134
FeSQ 1 +0 0,0035 0,0033
MgOsz T 4O 0,3017 0,3018
CaCh i +0O 0,2036 0,2054
aXpQH VR 0,0303 0,0338
Cisetin hidroklorid 0,1856 0,1860




Prilog 5. Tablica s dvaganasoli za otopinu dijalizata (500 mL)

SASTOJAK .21,y,1$ J 1/
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

KoPOs T 40 0,9548 0,9486
NaCl 2,2530 2,2650
FeSQ 1 40 0,0026 0,0030
MgOs 1 4O 0,2514 0,2536
CaCh1 40O 0,1698 0,1703
axXxpQH VR( 0,0254 0,0259
Cisetin hidroklorid 0,1540 0,1542

Prilog 6. Tablica s dvaganasastavnica vitaminske otopine (10 mL)

SASTOJAK .21,y,1%$(g/L)
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

Menadion 0,0113 0,0108
D-biotin 0,0208 0,0227
Vitamin By, 0,0054 0,0011
Pantotenat 0,1007 0,1131
Nikotinamid 0,0506 0,0535
p-aminobenzen 0,0508 0,0516
Tiamin 0,0408 0,0420




Prilog 7. Skica polukontinuirano@ vitro sustawa koji su korstruirali Miller i Wolin, 1981.
JRGLQH 3ULODJRYH@RwWBAHI®P) 5XPQH\ L

Prilog 8. Originalan prikaan vitro sustava Miller i Wolin iz 1981. godine (Miller i Wolin,
1981.)



Prilog 9. Skicain vitro VXVWDYD NRML MH NRULVWLR '"XQFDQ JRG|
Rumney i Rowland, 1992)

Prilog 10. Skicainvitro VXVWDYD NRML VX NRULVWLOL OHUU\ L VXU
prema Rumney i Rowland, 1992).



Prilog 11. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razaared

Prilog 12. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razioh



Prilog 13. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini porodice (obitelji)



Prilog 14. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na raza






