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1. UVOD

Crijevna mikrobiota kompleksna je zajednica velikog broja mikroorganizama, toénije 10, koji
koloniziraju gastrointestinalni trakt, a obuhvaca bakterije, arheje, viruse i eukariote. lako je pod
utjecajem brojnih ¢imbenika, kod zdravih pojedinaca sastav crijevne mikrobiote je relativno
stabilan. Pritom su u crijevnoj mikrobioti zdravih pojedinaca najzastupljenija bakterijska
koljena Firmicutes i Bacteroidetes (Singh i sur., 2017). U posljednje vrijeme, od brojnih
¢imbenika koji mogu utjecati na sastav crijevne mikrobiote, znanstvenici najvaznijim
modulatorom smatraju prehranu jer se pokazalo da i kratkorocne promjene u prehrani mogu

dovesti do promjene u sastavu i funkciji crijevne mikrobiote (Sheflin i sur., 2017).

Naru$ena ravnoteza crijevne mikrobiote, odnosno promijenjeni bakterijski sastav crijevne
mikrobiote naziva se jo$ i disbioza, a povezuje se s patogenezom mnogih bolesti i infekcija
(Thursby 1 Juge, 2017). U literaturi se disbioza najces¢e spominje kod pretilosti, a o€ituje se
kroz povecanje zastupljenosti Gram - pozitivnih bakterija iz koljena Firmicutes, odnosno
smanjenje zastupljenosti Gram — negativnih bakterija iz koljena Bacteroidetes (Willson i Situ,
2017). Osim toga, disbioza crijevne mikrobiote povezuje se i s drugim bolestima kao $to su
karcinom debelog crijeva, upalne bolesti crijeva, sindrom iritabilnog crijeva, kardiovaskularne
bolesti, metaboli¢ki sindrom i dijabetes tip 2 te anoreksija (Carding i sur., 2015; Morita i sur.,
2015). Disbioza crijevne mikrobiote ¢esto se povezuje s poveéanjom zastupljenoscu bakterija
iz koljena Proteobacteria koje inace Cine samo mali dio adekvatne, uravnotezene crijevne
mikrobiote u pojedinaca (Shin i sur., 2015). S obzirom na to da je prehrana ¢imbenik na koji
mozemo utjecati i koji istovremeno utjeCe na sastav i raznolikost crijevne mikrobiote,
znanstvenicima je cilj utvrditi prehrambeni obrazac koji ¢e imati pozitivan ucinak na

manipulaciju crijevne mikrobiote odnosno dugoro¢no utjecati na prevenciju odredenih bolesti.

U novije vrijeme, brojna istraZivanja bave se razlikom izmedu sastava crijevne mikrobiote s
obzirom na stupanj uhranjenosti 1 prehranu. Glavni cilj projekta Istrazivanje ravnoteze
mikrobioma debelog crijeva (MicroEquilibrium) bio je utvrditi postoje li razlike u prehrani i
crijevnoj mikrobioti s obzirom na stupanj uhranjenosti. S obzirom na to da je prilikom
odredivanja sastava crijevne mikrobiote uocena disbioza crijevne mikrobiote u tri ispitanika,
odnosno povecana zastupljenost reda Enterobacteriales, cilj ovoga rada bio je utvrditi postoji
li zajednicka poveznica izmedu uocene disbioze crijevne mikrobiote i prehrane, odnosno

antropometrijskih i biokemijskih parametara te zivotnih navika.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Mikrobiota je skup mikroorganizama koji ukljucuje bakterije, gljivice, viruse, eukariote i arheje
koji zive na i u covjeku (Walker i sur., 2017). Mikrobne zajednice tako obitavaju na kozi, u
ustima, u vaginalnom podrucju te u crijevima i razlikuju se po koli¢ini i vrsti mikroorganizama
(Lloyd-Price i sur., 2016), a najve¢i broj mikroorganizama u ¢ovjeku — do 100 bilijuna, nalazi
se u crijevima (Béckhed i sur., 2005). Najzastupljenija bakterijska koljena (lat. phyla) u
crijevnoj mikrobioti odraslog, zdravog ¢ovjeka su Firmicutes, Bacteroidetes i Actinobacteria,
dok su u manjem broju prisutne bakterije iz koljena Proteobacteria, Fusobacteria,

Cyanobacteria i Verrucomicrobia (Qin i sur., 2010; D'Argenio i Salvatore, 2015).

Kolonizacija gastrointestinalnog trakta mikroorganizmima, koja prema novim spoznajama
zapocCinje ve¢ in utero (Collado i sur., 2016), je vazan proces u naSem zivotnom ciklusu s
obzirom da crijevna mikrobiota ima golemi utjecaj na zdravlje ¢ovjeka (Rodriguez i sur., 2015).
Tijekom prve tri godine Zivota uspostavlja se crijevna mikrobiota koja u smislu sastava i
raznolikosti nalikuje onoj u odrasloj dobi i relativno je stabilna (Hollister i sur., 2014), no pritom
valja naglasiti da nismo u potpunosti jednaki jer svaki pojedinac posjeduje crijevnu mikrobiotu

specifi¢nog sastava (Graf'i sur., 2015).

Vaznost crijevne mikrobiote ocituje se kroz njene brojne funkcije. Do danas je otkriveno da
crijevna mikrobiota sudjeluje u fermentaciji neprobavljivih sastojaka hrane poput netopljivih
vlakana, proizvodnji kratkolan¢anih masnih kiselina, sintezi vitamina (0Sobito vitamina Bo, B12
i vitamina K) i aminokiselina, metabolizmu prehrambenih toksina i karcinogenih tvari,
pretvorbi kolesterola i zu¢nih kiselina te sazrijevanju imunoloskog sustava (Gérard, 2016;
Willson i Situ, 2017). Jo$ jedna vazna uloga crijevne mikrobiote jest zaStita od kolonizacije
egzogenim patogenima, odnosno otpornost na kolonizaciju i zastita od rasta autohtonih
patobionata (Kamada i sur., 2013). Medutim, isto tako crijevna mikrobiota moze imati ulogu u
osiguravanju hranjivih tvari crijevnim patogenima ili ih dodatno aktivirati i na taj nacin

pogorsati bolest (Rolhion i Chassaing, 2016).



2.1.1. Bioraznolikost crijevne mikrobiote

Crijevna mikrobiota je slozeni i dinamiéni ekosustav koji se sastoji od otprilike 104 bakterija i
¢ini otprilike 1 kg ukupne tjelesne mase covjeka (Gérard, 2016). Cijeli probavni trakt
koloniziran je metabolicki aktivnim mikroorganizmima, ali u razliitim koncentracijama,
ovisno o okolini u kojoj se mikroorganizmi nalaze (Willson i Situ, 2017). Sastav i koncentracija

dominantnih koljena u donjem dijelu probavnog trakta prikazani su na slici 1.

Dominantna koljena u crijevima:
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia

Predominantne porodice:
Debelo crijevo

Tanko crijevo Bacteroidaceae, Prevotellaceae,
Lactobacillaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae,
Erysiopelotrichaceae Ruminococcaceae

Zuéni kanal

N

Enterobacteriaceae

Crvuljak

(&=

J

102 cfu/g — 10" cfulg

Rektum

Slika 1. Dominantna koljena i koncentracije bakterija (cfug™) u donjem dijelu probavnog trakta

(prema Donaldson i sur., 2016).

U odrasle, zdrave osobe crijevna mikrobiota se sastoji od Sest ili sedam razlicitih bakterijskih
koljena, od kojih dominiraju Firmicutes (Gram - pozitivne bakterije) i Bacteroidetes (Gram -
negativne bakterije), dok su u zna¢ajno manjim koncentracijama prisutna koljena
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria (Eckburg i sur., 2005;
Voreades i sur., 2014). Cimbenici koji utjedu na prisutnost i koncentraciju odredenih bakterija
u probavnom traktu su pH koji se poveéava od proksimalnog prema distalnom dijelu crijeva,
koncentracija kisika koja se smanjuje od proksimalnog prema distalnom dijelu crijeva i
dostupnost hranjivih tvari (Meijnikman i sur., 2018). Koli¢ina i raznolikost mikrobioloskih

vrsta povecavaju se longitudinalno od Zeluca do debelog crijeva pa je samim time u debelom



crijevu najgusc¢a i metabolicki aktivna zajednica (Rooks i Garrett, 2016). Tanko crijevo je
obi¢no mjesto visoke razine kiselina, kisika, antimikrobnih lijekova i kratkog vremena
transporta $to ograniCava rast bakterija i prezivljavaju samo brzo rastuéi, fakultativni anaerobi,
dok je debelo crijevo mjesto gdje dominiraju anaerobi koji mogu iskoristiti slozene
ugljikohidrate koji nisu probavljeni u tankom crijevu (Donaldson i sur., 2016). U tankom
crijevu prevladavaju Lactobacillaceae, a u debelom crijevu Prevotellaceae, Lachnospiraceae i
Rikenellaceae (Gu i sur., 2013). U debelom crijevu su pored komenzalnih bakterija, u manjem
broju (0,1 % ili manje) prisutne i patogene bakterije kao §to su Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica, Vibrio cholera, Escherichia coli i Bacteroides fragilis (The Human

Microbiome Project Consortium, 2012).

Arumugam i sur. (2011) predlozili su podjelu ljudi u tri klastera, odnosno enterotipa (slika 2) s
obzirom na dominantne rodove koji su prisutni u njihovoj crijevnoj mikrobioti, a neovisno o
indeksu tjelesne mase, dobi, spolu i geografskom podrijetlu. U svakom klasteru pronadena je
vrsta koja je bila dominantna (Bacteroides, Prevotella, odnosno Ruminococcus). Medutim, Xu
i Knight (2015) isticu kako ovakav model ima slabu statisticku podlogu i nije repliciran u

kasnijim studijama.

Bacteroides Prevolella Ruminococcus
0.5 § ' 0.3_' I ' 006 e
ﬁ N |
_g 03] ’:‘ 0.2] 0.04/ |
=
) _ - .\ - . D.DQ_ . |
0.1 L E T
— — | : 001 E==g W CT
T T T T T T T
2 3 1 2 3 1 2 .3
enterotip enterotip enterotip
Ikaliphif "
._\A arEJ_Ir us Ggqpacﬁer Akkermansia wrﬂer‘]\gHaHehmbacrer ,qkkem??ns,a ~
bacidcen — 0 3 Sphinga) (=i
Catenibacterium TR Gordombacter
_ *Ruminacogcateae | | /\{_\euwnasroc bacterium /\
k! actercides T — 4
Parabacleroides - ) " _/ Ruminococcus
) ) Eaverth ”\ Staphylococcus LTI | ) )
j Glostridiales ggerielal telfa———Peplostrepte  COCCACES Staphylocecous
| Lactobacillus ) L~~~ 'coccaceae
. ) Desulfovibrio Moldemnania Marvinbivantia ) Dialister
; Slackia { 1. arvinbryantia () ]
Methanobravibacter o) Bh odaspr'n!n’jm ;__.’ o ) Symbiobacterium
Eschenchia/Shigella
O glavni sudionici N\, pozitivna korelacija (> 0.4)
) ostali rodovi %, negativna korelacija ( <-0.4)

Slika 2. Filogenetske razlike izmedu 3 osnovna enterotipa (prema Arumugam i sur., 2011).

Vazno je napomenuti da unato¢ spomenutim sli¢nostima koje postoje u sastavu crijevne
mikrobiote u zdravih, odraslih osoba, svaki pojedinac ima jedinstvenu crijevnu mikrobiotu ¢iji

sastav ovisi o brojnim ¢imbenicima (Meijnikman i sur., 2018).

4



2.1.2. Cimbenici koji utje¢u na sastav crijevne mikrobiote i njihove promjene s obzirom na

starosnu dob

Brojni ¢imbenici utjecu na sastav crijevne mikrobiote tijekom cijelog Zivotnog ciklusa ¢ovjeka,

pa izmedu ostalog i dob (tablica 1).
Tablica 1. Sastav crijevne mikrobiote s obzirom na dob i ¢imbenici koji utje¢u na promjene

(prilagodeno prema D’ Argenio i Salvatore, 2015).

Sastav crijevne mikrobiote  Cimbenici koji utje¢u na
na razini koljena (od promjenu sastava crijevne

najveceg udjela prema mikrobiote
najmanjem udjelu)

Djeca (do 3. godine) Actinobacteria, - Prirodni porod ili carski rez
Proteobacteria, Firmicutes,

Bacteroidetes - Gestacijska dob

- Hospitalizacija

- Majéino mlijeko ili
adaptirane formule

- Dob uvodenja krute hrane

- Malnutricija

- Antibiotici

Odrasli Firmicutes, Bacteroidetes, - Prehrana
Actinobacteria,

) - Hormonalni ciklus
Proteobacteria

- Putovanje
- Antibiotici i drugi lijekovi
- Bolest

Starije osobe (> 70 godina)  Firmicutes, Actinobacteria, - Promjene zivotnih navika
Bacteroidetes,

i - Promjen rehrani
Proteobacteria omjene u prenra

- Pove¢ana moguc¢nost za
pojavu infekcija i
inflamatornih bolesti

- Koristenje veceg broja
lijekova



lako se prvobitno smatralo da je dijete sterilno prije rodenja, novija istrazivanja pokazuju
prisutnost oskudne crijevne mikrobiote ve¢ in utero. U posteljici i plodnoj vodi dominantna
koljena su Proteobacteria (osobito rodovi Enterobacter 1 Escherichia/Shigella) i
Actinobacteria (rod Propionibacterium). Ti isti rodovi su u manjim koli¢inama prisutni i u
mekoniju (prva stolica novorodenceta), za razliku od roda Staphylococcus koji je u mekoniju

prisutan u ve¢em udjelu (Collado i sur., 2016).

Nakon rodenja, crijevna mikrobiota novorodenceta se vrlo brzo mijenja, a ¢imbenici koji utjecu
na kolonizaciju mikroorganizama ukljucuju gestacijsku dob, nac¢in porodaja (prirodnim putem
ili carskim rezom), prehranu (majc¢ino mlijeko ili adaptirane formule) i upotrebu antibiotika
(Rodriguez i sur., 2015). Crijevna mikrobiota novorodencadi rodenih prirodnim putem sadrzi
bakterije iz rodova Lactobacillus i Bifidobacterium spp. te viSe nalikuje sastavu vaginalne
mikrobiote majke, dok novorodencad rodena carskim rezom ima crijevnu mikrobiotu koja vise
nalikuje majéinoj koznoj mikrobioti, a ukljucuje bakterije rodova Propionibacterium i
Staphylococcus (Dominguez-Bello i sur., 2010). Drugi vazan ¢imbenik koji odreduje sastav
crijevne mikrobiote je na¢in hranjenja. Majc¢ino mlijeko pozitivno utjee na sastav crijevne
mikrobiote jer osim hranjivih tvari sadrzi i antitijela te razne komenzalne bakterije. U usporedbi
s novorodencadi koja su hranjena adaptiranim formulama, novoroden¢ad hranjena maj¢inim
mlijekom ima crijevnu mikrobiotu kojom dominiraju bakterije roda Bifidobacterium, a u
manjoj kolic¢ini prisutne su bakterije roda Atopobium (Xu i Knight, 2015). Smanjena
raznolikost, visa koncentracija potencijalno patogenih bakterija i manje koli¢ine
Bifidobacterium i Bacteroides karakteristike su crijevne mikrobiote u novorodencadi koja je
rodena prijevremeno u odnosu na one koji su rodeni u terminu (Barrett i sur., 2013). Takoder,
upotreba antibiotika kod majke prije, tijekom ili nakon poroda naruSava sastav crijevne
mikrobiote (smanjena prisutnost rodova Lactobacilli i Bifidobacteria) te je povezana sa

smanjenom bakterijskom raznolikos¢u (Mueller i sur., 2015).

Do navr$ene trece godine zivota, crijevna mikrobiota u djeteta poprima stabilnost i sastav koji
40-60 % nalikuje onom u odraslih osoba (Hollister i sur., 2014). Tijekom zivota brojni
¢imbenici utjeCu na sastav crijevne mikrobiote (tablica 1), a najznacajniji od njih je prehrana
koja moze utjecati na sastav, bioraznolikost i bogatstvo crijevne mikrobiote (Jandhyala i sur.,
2015).

Wu i sur. (2011) u svom istrazivanju na zapadnjackoj populaciji pokazali su da prehrana utjece
na sastav crijevne mikrobiote. U ljudi koji su konzumirali prehranu bogatu ugljikohidratima,

odnosno bogatu vlaknima prevladavale su bakterije roda Prevotella. S druge strane u ljudi koji

6



su bili iskljuéivo na ,,zapadnjackoj prehrani, koja se sastoji od visokog udjela masti i proteina,
prevladavale su bakterije roda Bacteroides. Istrazivanje koje je provedeno na populacijama
Africke i Europske djece takoder je pokazalo statisticki znacajne razlike u sastavu crijevne
mikrobiote s obzirom na prehranu. Afri¢ka djeca, ¢ija je prehrana bogata vlaknima, imala su
povecani udio koljena Bacteroidetes, i to obilje bakterija iz roda Prevotella i Xylanibacter te
smanjeni udio bakterija iz koljena Firmicutes, dok su djeca iz Europe, ¢ija je prehrana
siromasna vlaknima, imala veéi udio bakterija iz koljena Firmicutes, a manji udio bakterija iz
koljena Bacteroidetes (De Filippo i sur., 2010). Utjecaj prehrane bogate proteinima na crijevnu
mikrobiotu nije jo§ dovoljno istrazen (Sheflin i sur., 2017), medutim istrazivanje na pretilim
muskarcima pokazalo je kako prehrana koja je bogata proteinima, a siromasna ugljikohidratima
rezultira smanjenjem bakterija koje proizvode butirate iz skupine Roseburia/Eubacterium
rectale i pove¢anjem masnih kiselina razgranatog lanca (izovalerat i izobutirat) (Russell i sur.,
2011).

Kratkoro¢nu, ali i dugoro¢nu ravnotezu crijevne mikrobiote mogu narusiti i antibiotici, Cije
koriStenje smanjuje raznolikost i bogatstvo mikroorganizama (Thursby i1 Juge, 2017). U
preglednom radu Meijnikman i sur. (2018) isticu kako su istrazivanja pokazala da oralna
konzumacija antibiotika dovodi do porasta bakterija iz koljena Firmicutes, a da se porast istih
povezuje s pojavom pretilosti i dijabetesa tip 2. Osim toga, antibiotici posebno pogoduju rastu
bakterije Clostridium difficile koja proizvodi toksine i moze uzrokovati dijareju (Salazar i sur.,
2016). U starijih osoba, upotreba antibiotika dovodi do redukcije Bifidobacterium i

Faecalibacterium prausnitzii (Kumar i sur., 2016).

Istrazivanja koja su provedena na majkama i kéerima te blizancima potvrduju da postoji slicnost
u sastavu crijevne mikrobiote, no uloga genetike jo§ je uvijek nejasna i smatra se da sastav

crijevne mikrobiote prvenstveno odreduju okoli$ni ¢imbenici (Lozupone i sur., 2012).

Jo§ uvijek se ne zna puno 0 utjecaju tjelesne aktivnosti na sastav crijevne mikrobiote. U
istrazivanju koje su proveli Allen 1 sur. (2018) na mrSavim 1 pretilim ispitanicama doslo je do
promjena u sastavu crijevne mikrobiote i sadrzaju kratkolan¢anih masnih kiselina tijekom
vjezbanja tri puta tjedno u vremenskom trajanju od Sest tjedana. U pretilih ispitanica, pod
utjecajem vjezbanja, doSlo je do povecanja Bacteroides i Collinsella te smanjenja
Faecalibacterium. S druge strane u mrsavih ispitanica doslo je do smanjenja Bacteroides i
povecanja Faecalibacterium i Lachnospira. U mrSavih ispitanica je takoder zapaZzeno
povecanje koncentracije kratkolancanih masnih kiselina, dok u pretilih ispitanica nije doslo do

promjena. Nakon §to su se ispitanice vratile sjedilackom nacinu Zivota, sastav crijevne
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mikrobiote se vratio u onaj pocetni. Zakljuceno je da treba provesti vise istrazivanja na ovu
temu jer su rezultati nedosljedni i razlikuju se ovisno o frekvenciji, intenzitetu i trajanju tjelesne
aktivnosti (Karl i sur., 2018).

S obzirom na promjene koje se dogadaju tijekom starenja (promjene zivotnih 1 prehrambenih
navika, smanjenje mobilnosti, imunoloske snage i intestinalne funkcije, promjene u morfologiji
i fiziologiji gutanja, rekurentne infekcije, hospitalizacije i upotrebe lijekova) dolazi i do
promjena u crijevnoj mikrobioti (Nagpal i sur., 2018). Crijevna mikrobiota u osoba starije
zivotne dobi razlikuje se od one u odrasloj dobi, a karakterizira ju smanjenje raznolikosti,
promjene dominantnih vrsta, smanjenje korisnih mikroorganizama, povecanje fakultativnih
anaerobnih bakterija i smanjenje dostupnosti kratkolan¢anih masnih kiselina (Salazar i sur.,
2014).

2.2. DISBIOZA CRIJEVNE MIKROBIOTE

Dishioza je pojam koji se odnosi na narusenu ravnotezu crijevne mikrobiote (Shin i sur., 2015),
apovezuje se s patogenezom mnogih upalnih bolesti i infekcija (Thursby i Juge, 2017). U novije
vrijeme u literaturi se najcesée spominje disbioza crijevne mikrobiote kod pretilosti, koja se
smatra upalnim stanjem zbog povezanosti s mnogim kljuénim upalnim markerima (Cox i sur.,
2015). Promjene crijevne mikrobiote osim s pretilos¢u mogu biti povezane i s upalnim
bolestima crijeva, sindromom iritabilnog crijeva, karcinomom debelog crijeva,
kardiovaskularnim bolestima, metabolickim sindromom, alergijama i astmom, a mehanizmi
koji dovode do razvoja navedenih bolesti ukljucuju uzajamni odnos crijevne mikrobiote, njenih
metabolickih produkata i imunolo§kog sustava domacina (Carding i sur., 2015). Promjene koje
se dogadaju u sastavu crijevne mikrobiote su smanjenje korisnih mikroorganizama (MO), rast
patobionata odnosno potencijalno Stetnih mikroorganizama i smanjenje mikrobioloske
raznolikosti (slika 3). Te promjene nisu medusobno iskljuc¢ive, odnosno mogu se pojaviti i

istovremeno (Petersen i Round, 2014).



Homeostaza

Disbioza

Rast patobionata Smanjenje raznolikosti Smanjenje korisnih MO

Slika 3. Homeostaza i promjene tijekom disbioze crijevne mikrobiote (prilagodeno prema
Petersen i Round, 2014).

Crijevni patogeni su dio bakterijskih porodica Enterobacteriaceae (E. coli, Yersinia spp.,
Salmonella spp., Shigella spp.), Vibrionaceae (Vibrio cholerae) i Campylobacteriaceae
(Campylobacter spp.) koje pripadaju koljenu Proteobacteria i predstavljaju samo manji dio
normalne crijevne mikrobiote (bilo da se radi 0 komenzalnim bakterijama iz ovog koljena ili
patogenima) (Stecher, 2015). Brojne studije potvrduju da porast Proteobacteria u crijevima

oznacava disbiozu ili nestabilnost mikrobne zajednice u crijevima (Shin i sur., 2015).

Znanstvenici istiu da postoji veza izmedu crijevne mikrobiote 1 bolesti, no jo§ uvijek je za
vecinu bolesti nejasno jesu li promjene u sastavu crijevne mikrobiote uzrok ili posljedica bolesti

(Scott i sur., 2015).

2.2.1. Pretilost

Pretilost je jedna od vodecih javnozdravstvenih problema danasnjice, a nastaje kao posljedica
neravnoteze izmedu energetskog unosa i energetske potrosnje (Sandholt 1 sur., 2012). Prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization, WHO) prekomjerna
tjelesna masa i pretilost karakterizirane su prekomjernim nakupljanjem masnog tkiva koje
predstavlja rizik za zdravlje, a definiraju se pomoc¢u Indeksa tjelesne mase (ITM). Prekomjerna

tjelesna masa, prema WHO, podrazumijeva ITM u rasponu od 25,0 kgm™ do 29,9 kgm™ dok



pretilost podrazumijeva ITM > 30,0 kgm™ i moze se dodatno podijeliti u tri stupnja. Pretilost
prvog stupnja podrazumijeva ITM od 30,0 kgm™ do 34,9 kgm™, pretilost drugog stupnja
podrazumijeva ITM od 35,0 kgm™ do 39,9 kgm™, a pretilost tre¢eg stupnja podrazumijeva ITM
> 40,0 kgm? (WHO, 2018).

Crijevna mikrobiota pretilih pojedinaca razlikuje se po svom sastavu i raznolikosti od crijevne
mikrobiote adekvatno uhranjenih pojedinaca (Le Chatelier i sur., 2013). Neke dosadasnje
studije utvrdile su da se disbioza u pretilih miSeva i ljudi o€ituje kroz promjene u omjeru dviju
dominantnih koljena, odnosno povecéanje koljena Firmicutes i smanjenje koljena Bacteroidetes
(Willson 1 Situ, 2017). S druge strane, istrazivanje Schwiertz 1 sur. (2010) pokazalo je
kontradiktorne rezultate u promjeni omjera Firmicutes i Bacteroidetes u osoba s prekomjernom
tjelesnom masom i pretilo$¢u, i to u korist koljena Bacteroidetes tako da su rezultati istrazivanja
na ovu temu jo§ uvijek neujednaceni. Pretile osobe pokazuju i znafajno smanjenje
kratkolan¢anih masnih kiselina (engl. Short-Chain Fatty Acids, SCFA) u usporedbi s osobama
adekvatne tjelesne mase $to moze biti posljedica promijenjenog sastava i poveéane apsorpcije
SCFA. Zapravo smatra se da smanjena razina SCFA doprinosi pretilosti jer SCFA inhibira

akumulaciju masti u masnom tkivu (Tilg i Moschen, 2014; DeGruttola i sur., 2016).

Turnbaugh 1 sur. (2006) u svom su istrazivanju na miSevima pokazali da kolonizacija ,,germ
free” (GF) miseva s obesogenom crijevnom mikrobiotom dovodi do povecanja ukupnog
masnog tkiva u tijelu u usporedbi s GF misevima koji su kolonizirani adekvatnom mikrobiotom
Sto ukazuje na Cinjenicu da obesogena crijevna mikrobiota ima veci kapacitet za skladiStenje
energije. Nadalje, GF miSevi hranjeni prehranom bogatom ugljikohidratima i mastima imali su
bolju osjetljivost na inzulin 1 toleranciju glukoze u usporedbi s konvencionalnim misevima koji
su hranjeni istom prehranom §to dovodi do zakljucka da su GF misevi otporni na pretilost

izazvanu “zapadnjackom‘ prehranom (Rabot i sur., 2010).

Ley i sur. (2006) proucavali su sastav crijevne mikrobiote pretilih osoba prije i nakon
provodenja nisko - kalorijske prehrane. Pretili ispitanici imali su veéi udio Firmicutes naprema
Bacteroidetes u usporedbi s ispitanicima adekvatne tjelesne mase, medutim nakon 52 tjedna
tijekom kojih su bili na prehrani s malim udjelom masti i ugljikohidrata uoc¢ene su promjene u
sastavu dominantnih koljena i one su bile sli¢ne sastavu crijevne mikrobiote u adekvatno
uhranjenih ispitanika. Ovakvi rezultati upucuju da gubitak tjelesne mase rezultira promjenama

u sastavu crijevne mikrobiote (Lopez-Cepero i Palacios, 2015).
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2.2.2. Upalne bolesti crijeva

Kvalitativne 1 kvantitativne promjene u sastavu crijevne mikrobiote uocene su u bolesnika s
upalnim bolestima crijeva. Osim promjena sastava crijevne mikrobiote u patogenezu upalnih
bolesti crijeva ukljucena je i interakcija drugih ¢imbenika poput stresa, prehrane, genetike

domacina i imunoloskog sustava (Strober i sur., 2007).

Upalne bolesti crijeva ukljucuju ulcerozni kolitis i Crohnovu bolest, kroni¢ne poremecaje
nepoznatog uzroka (Martinez-Medina i sur., 2014). U pacijenata s upalnim bolestima crijeva
uocena je manja stabilnost i raznolikost sastava crijevne mikrobiote u odnosu na zdrave
pojedince. Promjene u sastavu crijevne mikrobiote obuhvacaju smanjenje dominantnih
komenzalnih bakterija iz koljena Firmicutes i Bacteroidetes te znacajno povecanje bakterija iz

koljena Proteobacteria i Actinobacteria (Yang i Jobin, 2014).

Smanjenje bakterija iz koljena Firmicutes, osobito Faecalibacterium prausnitzii koja je jedna
od glavnih proizvodaca butirata u crijevu, karakteristika je disbioze u pacijenata s Crohnovom
boles¢u (Fujimoto i sur., 2013). Butirat je kratkolan¢ana masna kiselina koja predstavlja vazan
izvor energije za epitelne stanice i vazan je u zastiti epitelne crijevne barijere od potencijalnih
patogena. Osim smanjene proizvodnje butirata, neke su studije pokazale i povecanje broja sulfat
reducirajuéih bakterija i na taj nacin blokiraju koristenje butirata (Sokol i sur., 2008) i to se
smatra jednim od potencijalnih mehanizama kojim disbioza sudjeluje u patogenezi upalnih
bolesti crijeva jer time dolazi do smanjene ekspresije u epitelnim ¢vrstim vezama proteina i do
povecane propusnosti epitelnih stanica kolona. Posljedica toga jest povecana bakterijska

translokacija kroz crijevne epitelne stanice i laminu propriju (DeGruttola i sur., 2016).

Druga karakteristika dishioze jest povecanje Enterobacteriaceae i to Escherichia coli, odnosno
na razini podvrste adherentno invazivne Escherichia coli (AIEC) kod pacijenata s Crohnovom
boles¢u (Baumgart i sur., 2007). U istrazivanju na misevima koji nisu imali flagelinskog
receptora TLRS kolonizacija AIEC tijekom stjecanja mikrobiote dovela je do kroni¢nog kolitisa
(Carvalho i sur., 2012). To upucuje da kolonizacija AIEC, a moguce i drugih patobionata, moze
isto tako biti jedan od mehanizama koji mijenja sastav crijevne mikrobiote na nac¢in da povecéava

proupalni potencijal i dovodi do kroni¢nih bolesti (Rolhion i Chassaing, 2016).

Jedno je sigurno, postoji poveznica izmedu disbioze crijevne mikrobiote i upalnih bolesti
crijeva, medutim jo$ uvijek se ne zna je li disbioza sastava crijevne mikrobiote posljedica ili

uzrok ovih bolesti (Martinez-Medina i sur., 2014).
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2.2.3. Sindrom iritabilnog crijeva

Sindrom iritabilnog crijeva (engl. Irritable bowel syndrome, IBS) je funkcionalni poremecaj
gastrointestinalnog sustava ¢iji su simptomi bolovi u trbuhu, nadutost i promjene u praznjenju

stolice u obliku zatvora, dijareje ili njihove kombinacije (Power i sur., 2014).

U ispitanika s IBS — predominantnom dijarejom uoceno je zna¢ajno povecanje nerazvrstanih
Enterobacteriaceae i znacajno smanjenje bakterija roda Faecalibacterium u odnosu na zdrave
ispitanike, a osim toga pronadene su i neke vrste koje su u zdravih ispitanika bile ispod granice
detekcije (Carroll i sur., 2012). Ringel i Ringel-Kulka (2015) isti¢u u svom radu da opcenito
vecéina pacijenata s IBS ima povecanu koli¢inu Firmicutes i smanjenu koli¢inu Bacteroidetes
te povecanu koli¢inu patogenih bakterija, a unutar koljena Firmicutes, koli¢ina pojedinih

bakterija kao §to su Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp. variraju kod ovih pacijenata.

Iako neka istrazivanja pokazuju da postoje razlike u crijevnoj mikrobioti izmedu pacijenata s
IBS 1 zdravih ispitanika, potrebno je provesti jo§ istraZzivanja na ovu temu i utvrditi je li disbioza

u sastavu crijevne mikrobiote uzrok ili posljedica ove bolesti (Power i sur., 2014).
2.2.4. Kardiovaskularne bolesti

Kako s prethodno navedenim bolestima, disbioza crijevne mikrobiote povezuje se i S
kardiovaskularnim bolestima. Predlozeni mehanizam kojim bakterije crijevne mikrobiote
utjeCu na pojavu ovih bolesti jest pretvorba prehrambenog kolina u trimetilamin-N-oksid
(TMAOQ) u jetri, a zatim u trimetilamin, koji onda djeluje kao proaterogeni spoj (Zhang i sur.,
2015). Medutim, istraZivanje Yin i sur. (2015) pokazalo je da kontrolna skupina ispitanika, s i
bez ateroskleroznih plakova u karotidnim arterijama, nema znacéajnih razlika u crijevnoj
mikrobioti te da imaju slicnu razinu TMAO. S druge strane, ispitanici s moZdanim udarom i
prolaznim ishemijskim napadom imali su smanjenu razinu TMAO te su imali viSe
oportunisti¢kih patogena kao $to su Enterobacter, Megasphaera, Oscillibacter i Desulfovibrio,

a manje komenzalnih rodova kao $to su Bacteroides, Prevotella i Faecalibacterium.

U pacijenata s kroni¢nim zatajenjem srca uocena je povecana koncentracija adherentnih
bakterija u odnosu na zdrave ispitanike sto je sli¢no kao kod pacijenata koji boluju od upalnih

bolesti crijeva (Sandek i sur., 2007).
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2.2.5. Karcinom debelog crijeva

Crijevna mikrobiota moze pojacati ili ublaziti karcinogenezu, ali isto tako ne mora nuzno
utjecati na nju pa se stoga taj odnos smatra kompleksnim (Garrett, 2015). U mnogim
istrazivanjima se disbioza crijevne mikrobiote najces¢e povezuje s karcinomom debelog

crijeva.

Svjetski centar za istrazivanje raka (engl. World Cancer Research Fund International, WCRF)
naglaSava da je karcinom debelog crijeva tre¢a naj¢esca vrsta karcinoma u svijetu i drugi vodeci
uzro¢nik smrtnosti od karcinoma, a neki od ¢imbenika koji povec¢avaju rizik njegove pojavnosti
su nedovoljna konzumacija prehrambenih vlakana, konzumacija procesiranog mesa,
konzumacija crvenog mesa, konzumacija alkohola, pretilost i nedovoljna tjelesna aktivnost
(WCRF, 2018).

Brojne studije pokazale su da se promjene u bogatstvu, raznolikosti i stabilnosti crijevne
mikrobiote, koje se odnose na disbiozu, ¢esto povezuju s karcinomom debelog crijeva, odnosno
sa samom karcinogenezom (Yang i Jobin, 2014). Mikrobiota utje¢e na karcinogenezu kroz
oslobadanje karcinogenih molekula (genotoksina) i kroz proizvodnju metabolita koji poticu rast

tumora (Schwabe i Jobin, 2013).

Dosadasnja istrazivanja utvrdila su da se disbioza kod karcinoma debelog crijeva ocituje kroz
smanjenje Proteobacteria, Bifidobacteria i Prevotella te smanjenu produkciju SCFA, dok se s
druge strane povecava udio Firmicutes, Bacteroidetes, Enterobacteriaceae i Fusobacteria
(Schulz i sur., 2014; DeGruttola i sur., 2016). Nadalje, istraZzivanja su pokazala da su i dvije
specificne bakterijske vrste, Akkermansia muciniphila i Fusobacterium nucleatum, koje su
povezane s jakim upalnim odgovorima poveéane u tkivima kod karcinoma debelog crijeva
(Castellarin i sur., 2012; DeGruttola i sur., 2016).

Osim navedenih bakterija, smatra se da i neki sojevi Escherichia coli, koji proizvode kolibaktin,
imaju ulogu u patogenezi ove bolesti Sto potvrduje nekoliko istraZzivanja na miSevima (Arthur 1
sur., 2012; Bonnet i sur., 2014; Cougnoux 1 sur., 2014; Yang i Jobin, 2014). Istrazivanje Arthura
i sur. (2012) pokazalo je da monokolonizacija s E. coli NC101 koja proizvodi kolibaktin dovodi
do upale i potice mucinozni adenokarcinom debelog crijeva u miSevima koji su tretirani
azoksimetanom i deficitarni interleukinom 10 (Il 10 (-/-)), dok je kolonizacija istih miseva s
Enterococcus faecalis OG1RF dovela do upale, ali ne i karcinoma debelog crijeva $to upucuje

da kolibaktin ima ulogu u patogenezi ove bolesti.
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2.3. MOGUCNOSTI MANIPULACIJE CRIJEVNOM MIKROBIOTOM

U prethodnom poglavlju istaknuto je kako se sastav crijevne mikrobiote razlikuje u zdravlju i
razli¢itim bolestima, a u ovom ¢e biti istaknuto nekoliko moguénosti putem kojih mozemo
manipulirati crijevnom mikrobiotom i poboljsati ljudsko zdravlje, a to su probiotici, prebiotici

te fekalna transplantacija (Scott i sur., 2015).

Probiotici se definiraju kao zivi mikroorganizmi koji povoljno utje¢u na zdravlje domacina, ako
se konzumiraju u adekvatnim koli¢inama (FAO/WHO, 2002). Povoljne u¢inke na domacina
ostvaruju kroz Cetiri moguca mehanizma i to kroz interferenciju s potencijalnim patogenima,
poboljsanu funkciju epitelne barijere, imunomodulaciju te proizvodnju neurotransmitera
(Sanchez i sur., 2017). Mnoga istrazivanja pokazuju da specifi¢ni probioticki sojevi ili njihova
kombinacija mogu biti korisni kod raznih bolesti i to izravnim uc¢inkom probioti¢ke bakterije
ili neizravnim koji ukljucuje interakciju probioticke bakterije s crijevnom mikrobiotom (Scott
i sur., 2015). Wang i sur. (2015) su u svom istrazivanju na miSevima Koji su hranjeni visoko
masnom prehranom pokazali da tri probioti¢ka soja (Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus i Bifidobacterium animalis), kada su uzimani pojedina¢no, ometaju debljanje i
znacajno poboljSavaju homeostazu glukoza-inzulin. Probioticka bakterija, Bifidobacterium
longum subsp. longum 35624, koristi se za ublaZzavanje simptoma kod sindroma iritabilnog
crijeva, a znanstvenici su nedavno identificirali genski skup koji kodira za sintezu
egzopolisaharida, vaznog za protuupalno djelovanje (Altmann i sur., 2016; Giron i Quigley,
2018). Rezultati istrazivanja na zdravim pojedincima takoder su pokazali da uzimanje
probioti¢kih bakterija, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034 i Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 uzrokuju promjene u sastavu crijevne
mikrobiote (Plaza-Diaz i sur., 2015).

Prebiotici su neprobavljivi polisaharidi koji stimuliraju rast bakterija odnosno sluze kao hrana
probioticima (Parekh i sur., 2015). Iako je najvise studija provedeno in vitro i na zivotinjama s
upalnim bolestima crijeva, u jednoj studiji na 10 pacijenata koji su primali 15 g frukto-
oligosaharida doslo je do povecanja mukoznih Bifidobacteria te smanjenja indeksa aktivnosti
bolesti (Lindsay i sur., 2006; Guandalini i sur., 2015). Istrazivanje Benjamin i sur. (2011)
pokazalo je suprotne rezultate, odnosno da frukto-oligosaharidi ne povecavaju Bifidobacteria
I Faecalibacterium prausnitzii u pacijenata s aktivnom Crohnovom boles¢u jer nije bilo
statistiCki znaajne razlike u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. U istrazivanju iz 2009.
godine provedenom na 44 pacijenata sa sindromom iritabilnog crijeva uoceno je da galakto-

oligosaharidi, u primjeni od 3,5 g i 7 g, znacajno povecavaju Bifidobacteria u uzorcima fekalnih
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stanica, a osim toga niza doza rezultirala je znacajnim poboljSanjem simptoma sindroma
iritabilnog crijeva, dok je veca doza povecala nadutost (Silk i sur., 2009). Istrazivanja o utjecaju
prebiotika na sastav crijevne mikrobiote kod prekomjerne tjelesne mase i pretilosti pokazuju
takoder razli¢ite rezultate, u nekim je istrazivanjima doslo do smanjenja tjelesne mase, a u

nekima nije zabiljeZen nikakav utjecaj, isticu Seganfredo i sur. (2017) u svom preglednom radu.

U novije doba pocela se koristiti transplantacija fekalne mikrobiote kao metoda za postizanje
“adekvatne® crijevne mikrobiote. Transplantacija fekalne mikrobiote sastoji se od infuzije
tekuceg filtrata stolice zdravog donora u crijevo primatelja, a s ciljem lijecenja bolesti koje su
povezane s promjenama u crijevnoj mikrobioti (Cammarota i sur., 2017). Dva najcesc¢a stanja
kod kojih se primjenjuje transplantacija fekalne mikrobiote su dijareja povezana s antibioticima
i dijareja povezana s Clostridium difficile (Scott i sur., 2015). Nakon transplantacije fekalne
mikrobiote u pacijenata s infekcijom Clostridium difficile dolazi do kompeticije za hranjive
tvari, stvaranje nepovoljne sredine za rast C. difficile, proizvodnje antimikrobnih tvari koje
inhibiraju njen rast, povecanja proizvodnje sekundarnih zu¢nih kiselina i obnove mikrobne
raznolikosti. Takoder, dolazi do obnove Firmicutes i Bacteroidetes te smanjenja Proteobacteria
(Shahinas i sur., 2012; Kelly i sur., 2015). Rezultati o uporabi transplantacije fekalne mikrobiote
kod drugih bolesti poput metaboli¢kog sindroma, sindroma iritabilnog crijeva 1 ulceroznog
kolitisa jo§ su uvijek neujednaceni (Cammarota i sur., 2017). Transplantacija fekalne
mikrobiote mozZe biti sigurna i dobro podnosljiva, ali isto tako s obzirom na njenu kompleksnost
moze uzrokovati neke kratkotrajne simptome ili potencijalne dugoroc¢ne ucinke. Kratkotrajni
simptomi su ograni¢avajuci i mogu se pojaviti kroz prva tri dana nakon transplantacije, a
ukljucuju nelagodu u trbuhu, dijareju, zatvor, nadutost, povracanje i povisenu temperaturu. S
druge strane, malo je podataka o dugoro¢nim posljedicama koje mogu ukljuciti prijenos
nepoznatih infektivnih agenasa koji ¢e uzrokovati bolest nekoliko godina kasnije i indukciju

kroni¢nih bolesti s obzirom na promjene uzrokovane u crijevnoj mikrobioti (Choi i Cho, 2016).

Manipulacija crijevnom mikrobiotom pomocu probiotika, prebiotika 1 fekalne transplantacije
jest potencijalni nacin za prevenciju i lije¢enje bolesti, no joS uvijek je potrebno provesti mnogo

dodatnih i dugotrajnijih istrazivanja (Scott i sur., 2015).

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO

Istrazivanje je provedeno u vremenskom periodu od sijenja do travnja 2018. godine u sklopu
projekta MicroEquilibrium — Istrazivanje mikrobioma debelog crijeva, financiranog od strane
Hrvatske zaklade za znanost, a provodilo se na Prehrambeno — biotehnoloskom fakultetu u

Zagrebu.

Istrazivanje cijelog znanstvenog projekta provedeno je u suglasju s preporukama Helsinske
deklaracije i1 ljudskim pravima te sa Zakonom o potvrdivanju Konvencije o zastiti ljudskih
prava i dostojanstva ljudskog bica u pogledu primjene biologije i medicine (Zakon, 2003)
odnosno dijelova koji se odnose na istrazivanje na ljudima, te zastitu privatnosti i anonimnosti
te u skladu sa Zakonom o provedbi Opce uredbe o zastiti podataka (Zakon, 2018). Prije pocetka
provedbe Projekta, istrazivanje je odobreno pozitivnim rjeSenjima (suglasnostima za
provodenje istrazivanja) Etickog povjerenstva Djecje bolnice Srebrnjak te Etickog povjerenstva
Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i Etickog povjerenstva Instituta

za antropologiju.

Glavni cilj istrazivanja u ovom Projektu bio je utvrditi razlike u sastavu crijevne mikrobiote s

obzirom na stupanj uhranjenosti.
3.1. ISPITANICI

Regrutacija ispitanika provedena je putem oglasa na web stranici projekta MicroEquilibrium i
druStvenim mrezama, osobnih poznanstava istrazivaca ukljucenih u projekt te putem javnih

letaka.
Kriteriji za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje bili su:
e oba spola
e |ITM <20 kgm?, 20-22 kgm™; > 27 kgm™
e Dob od 18 do 35 godina
e zdravi ispitanici (bez poznatih kroni¢nih oboljenja).
S druge strane, kriterij za isklju¢ivanje ispitanika bio je uzimanje antibiotika tijekom posljednja
tri mjeseca.

Ispitanici su se u istrazivanje uklju¢ivali na dragovoljnoj osnovi i neposredno prije ukljucivanja
svaki je ispitanik detaljno upoznat s ciljevima istrazivanja i metodologijom koja ¢e se koristiti,

a nakon Cega je potpisao informativni pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Takoder, svaki
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ispitanik bio je upoznat sa ¢injenicom da u bilo kojem trenutku moze odustati od daljnjeg

sudjelovanja u istrazivanju.

Ukupno je za sudjelovanje u Projektu bilo prijavljeno 136 ispitanika od kojih je 56 bilo
prikladno s obzirom na ranije navedene kriterije za uklju¢ivanje, a 40 ispitanika se odazvalo na
mjerenje i ispunilo sve potrebne upitnike. U istrazivanju su sudjelovali ispitanici oba spola, 20
zena i 20 musSkaraca. S obzirom na indeks tjelesne mase, u istrazivanje se ukljucilo 13
pothranjenih ispitanika, 10 ispitanika adekvatne tjelesne mase i 17 ispitanika s prekomjernom
tjelesnom masom ili pretilos¢u. Naknadno, po provedenoj genomickoj analizi prikupljenih
podataka o sastavu crijevne mikrobiote tri uzorka odstupala su od prosje¢nog sastava crijevne
mikrobiote ispitivane populacije. Uocenoj disbiozi htjelo se dodatno potraziti uzrok medu
promatranim parametrima, osobito prehrambenim, te su spomenuta tri ispitanika uzeta u

detaljniju obradu u tom smislu.

3.2. METODE RADA

U ovom istrazivanju koriStene metode bile su dijeteticke (trodnevni dnevnik prehrane),
antropometrijske, genomicke 1 statisticke. Podaci o zdravstvenom stanju ispitanika te Zivotnim
navikama (vrsta prehrane, broj obroka, uzimanje lijekova i dodataka prehrani, konzumacija
alkohola, kave i cigareta, tjelesna aktivnost i dr.) prikupljeni su zdravstvenim kartonom i op¢im
upitnikom, a od svakog ispitanika prikupljen je i uzorak stolice te su zamoljeni da pomocu
Bristolske ljestvice stolice (engl. Bristol stool scale) procjene konzistenciju svoje stolice.
Bristolska ljestvica stolice je skala od sedam tipova stolice koje se razlikuju s obzirom na

veli¢inu i konzistenciju §to ukazuje na stanje nase probave (slika 4).

Ispitanicima su iz uzoraka kapilarne krvi odredeni kolesterol i glukoza uredajem Accutrend®
Plus System (Roche Diagnostic USA) (slika 5) te im je izmjeren krvni tlak uredajem OMRON
M6 Comfort (slika 6).

Dijetetickom metodom (trodnevni dnevnik prehrane) prikupljali su se 1 analizirali podaci o

ukupnom unosu energije te makro- i mikronutrijenata u ispitanika.

Sastav i veli€ina tijela utvrdeni su antropometrijskim metodama, a uzorci stolice koristeni su za
izolaciju deoksiribonukleinske kiseline (engl. Deoxyribonucleic acid, DNA) te analizu

mikrobioma ispitanika genomickim metodama.
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Slika 4. Bristolska ljestvica stolice (engl. Bristol stool scale) (prema Lewis i Heaton, 1997).

Slika 5. Uredaj za mjerenje glukoze i kolesterola iz kapilarne krvi Accutrend® Plus System
(proizvodaca Roche Diagnostic SAD).
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Slika 6. Tlakomjer OMRON M6 Comfort.

3.2.1. Dijeteticka metoda — Trodnevni dnevnik prehrane

Koristena dijeteticka metoda u ovom istrazivanju bila je trodnevni dnevnik prehrane, metoda
biljezenja unosa hrane u sadasnjosti ¢ije su glavne prednosti $to daje detaljne informacije o
konzumiranoj hrani i picu, ne oslanja se na pamcenje i pogodna je za procjenu uobicajenog
unosa. S druge strane, metoda zahtijeva puno vremena i truda od strane ispitanika i istrazivaca

§to moze dovesti do promjena u prehrambenim navikama (Satali¢ i Jirka Alebi¢, 2008).

Ispitanici su dobili detaljne upute o vodenju dnevnika prehrane prilikom ukljucivanja u
istrazivanje, a trebali su ga voditi tijekom tri uzastopna dana, prije davanja uzoraka stolice i
provodenja antropometrijskih mjerenja, kako bi se mogao povezati sastav crijevne mikrobiote
s kakvo¢om prehrane ispitanika. Koli¢inu konzumirane hrane i pi¢a odredivali su vaganjem i/ili
procjenom pomocu kuhinjskog posuda (npr. Zlica, ¢ajna zli€ica, Salica, ¢asa, tanjur, zdjelica), a
za zapakiranu hranu Koristili su podatke navedene na deklaraciji. Za analizu slozenih jela u
dnevnicima koriSteni su recepti ispitanika, osim u sluc¢aju izostanka istih kada su kao zamjena

koristene standardne recepture (Coolinarika, 2018).

Podaci prikupljeni dnevnicima prehrane obradivani su pomocu hrvatskih nacionalnih
prehrambenih tablica (Kai¢-Rak, 1990), no zbog manjkavosti namirnica one su nadopunjavane

pomocu podataka s deklaracija konzumiranih prehrambenih proizvoda.
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3.2.2. Antropometrijske metode

Antropometrija je istrazivacka metoda antropologije, a koristi se S ciljem utvrdivanja dimenzija
ljudskog tijela i njihovog prosudivanja (Hrvatska enciklopedija, 2017). Za potrebe ovog
istrazivanja ispitanicima su mjerene tjelesna masa, tjelesna visina, opseg struka, bokova,

nadlaktice 1 zapesc¢a te sastav tijela (udio i masa masnog tkiva te masa misi¢nog tkiva).

Za mjerenje tjelesne visine koristen je Seca 217 (Seca Ltd.) (slika 7) visinomjer s preciznosc¢u
od 0,1 cm. Prilikom mjerenja su ispitanici stajali u uspravnom polozaju, opusteni i bez obuce
te su u Cetiri tocke dodirivali mjernu skalu (tjeme, lopatice, straznjica i pete). Prilikom mjerenja
polozaj glave je bio u Frankfurt horizontalnoj ravnini $to znaci da je zamisljena linija koja spaja
donji rub lijeve orbite i tragus heliksa i lijevog uha bila u vodoravnom poloZaju u odnosu na

podlogu (Lee i Nieman, 2013).

Slika 7. Visinomjer Seca 217 (proizvodac Seca Ltd., izvor:

https://www.seca.com/en_bb/products/all-products/product-details/seca217.html).

Za mjerenje tjelesne mase koriStena su dva analizatora sastava tijela (OMRON BF-511 i
TANITA DC-430MA) koji rade na principu bioelektricne impedancije (BIA) s preciznoséu 0,1
kg. Ispitanici su za vrijeme mjerenja bili u laganoj odjeci i bez obuce. Analizatori sastava tijela

koji rade na principu BIA podrazumijevaju propustanje neosjetljive i za organizam ne Stetne
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struje jakosti najvise do 800 mA (Satalié i sur., 2016). Analizator TANITA DC-430MA (slika 8)
podesen je prema stupnju tjelesne aktivnosti ispitanika, uz korekciju za odjecu (oduzeta masa
u iznosu od 1 kg), a osim tjelesne mase ovim analizatorom prikupljeni su podaci 0 masi i
postotku masnog tkiva, masi miSi¢a 1 nemasnoj masi tijela, masi ukupne vode u tijelu, koStanoj

masi, ITM i razini visceralnog tkiva.

Slika 8. Analizator sastava tijela TANITA Inner Scan DC-430U — dual frequency Total body

composition analyzer (proizvodaca Festta d.o.0.).

Opseg struka, bokova, nadlaktice i zape$ca izmjeren je savitljivom, ne elasticnom mjernom
trakom s preciznoscéu od 0,1 cm. Pomocu dobivenih podataka naknadno je racunski izracunat

omjer opsega struka i bokova (WHR).

3.2.3. Genomicke metode
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 ¢uvani su u zamrzivac¢u na -80°C, a neposredno prije izolacije i
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mjerenja koncentracije DNA na sobnoj temperaturi je otopljeno i homogenizirano 0,25 ¢

uzoraka stolice prema uputama proizvodaca kit-a za izolaciju DNA.

Koncentracija DNA odredena je uredajem BioSpec Nano-drop spektrofotometrom (Shimadzu

Biotech) prikazanom na slici 9.

Slika 9. BioSpec Nano-drop spektrofotometar (proizvoda¢ Shimadzu Biotech, izvor:
https://www.ssi.shimadzu.com/sites/ssi.shimadzu.com/files/Products/literature/Spectroscopy/
C101-E112D.pdf).

3.2.3.2. Sekvenciranje 16S rRNA gena

Sekvenciranje DNA je obavljeno u Molecular Research Lab (MRDNA LAB), Teksas, SAD te
je koriStena metoda sekvenciranja sparenih krajeva (pair-end sequencing) pomocu Illumina
MiSeq uredaja s MiSeq v3 kitom za sekvenciranje. Za umnazanje V3 i V4 regija gena koji
kodira za 16S rRNA koriStenjem lancane reakcije polimeraze (PCR) u 30 ciklusa koristene su
pocetnice 341F/806R. 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 koriSteni su za izradu DNA knjiznica upotrebom Illumina TruSeq DNA library

protokola i potom sekvencirani Illumina MiSeq platformom.
3.2.3.3. Obrada podataka sekvenciranja i analiza mikrobiote

Sirovi podaci sekvenciranja fragmenta gena 16S rRNA su preuzeti u obliku Fastq datoteka s
Illumina Basespace (https://basespace.illumina.com) platforme. Jedna preuzeta fastq datoteka
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odgovara ocitanim sljedovima nukleotida u prednjem (engl. forward) nacinu Citanja, a druga u
straznjem nacinu Citanja slijeda (engl. reverse). Datoteke su nakon preuzimanja ucitane u
programski paket QIIME 2 (https://qiime2.org/) te su prednji i straznji slijed nukleotida spojeni
u cjelovitu sekvencu. Nakon spajanja svi uzorci se nalaze u jednom dokumentu i potrebno je
svaki slijed dodijeliti odgovaraju¢em uzorku na osnovu ocitanog slijeda nukleotida koji se
nalazi na pocetku svake sekvence — tzv. barkoda. Iz daljnjih analiza su odbacene sekvence
kojima prvih 8 nukleotida nije u potpunosti odgovaralo jednom od koristenih barkodova.
Koristen je DADA 2 programski paket koji je optimiziran za ispravljanje greSaka sekvenciranja
Illumina platformom za kontrolu kvalitete sekvenca. Sljedovi svakog uzorka klasterirani su u
operacijske taksonomske jedinice (OTU) s minimalnom pokriveno$¢u od 97 % i minimalnom
identi¢nos¢u od 97 %, Sto odgovara definiciji OTU-a na taksonomskom nivou vrste.
Reprezentativni slijed svakog klastera je poravnat s Greengenes 16S rRNA taksonomskom
bazom, a za to je koriSten mafft algoritam ¢ime je odredena taksonomska identifikacija svakog
OTU-a. U FastTree programu izradeno je filogenetsko stablo koriStenjem aproksimirane
metode najvece vjerojatnosti (engl. approximately-maximum-likelihood). UniFrac metrikom
odredena je razli¢itost izmedu svakog para uzoraka (bakterijskih zajednica). Uzorci koji imaju
slican sastav bakterijskih zajednica i koje su evolucijski bliske karakterizira mala UniFrac
udaljenost. Dva tipa UniFrac metrike su u upotrebi — tezinska i netezinska. Tezinska UniFrac
metrika u obzir uzima prisutnost i zastupljenost pojedine taksonomske jedinice pri izracunu
udaljenosti zajednica, a s druge strane netezinska u obzir uzima samo prisutnost. ANCOM
metoda, razvijena zbog kompozicijskih ograni¢enja koja predstavlja mikrobiota, je koriStena za

odredivanje razlike u zastupljenosti pojedinih OTU-ova izmedu uzoraka ili grupa uzoraka.

3.2.4. Statisti¢ke metode

Za statisticku analizu 1 obradu podataka koristeni su paketi MS Excel (Microsoft, Seattle, WA,
USA) te statisticki program SPSS v.22 (SPSS Inc., Chicago, Il). Standardne metode
deskriptivne statistike (aritmeticka sredina, standardna devijacija, medijan) koriStene su za

opisivanje karakteristika ispitanika.

Normalnost distribucije ispitana je Shapiro-Wilk testom. Razlike u karakteristikama izmedu
skupina usporedivane su nezavisnim ANOVA testom za parametrijske i Kruskal-Wallis testom

za neparametrijske podatke. Za provedene testove utvrdena je razina znacajnosti na razini
p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu istrazivane su prehrambene navike, stil Zivota i zdravstveno stanje koji bi
potencijalno mogli utjecati na pojavu disbioze crijevne mikrobiote, odnosno na prekomjernu
kolonizaciju Escherichia coli u stolici triju ispitanika, koja je utvrdena tijekom ispitivanja
sastava crijevne mikrobiote mlade, naizgled zdrave populacije u kojoj je jedan od glavnih
ciljeva bio utvrditi povezanost stupnja uhranjenosti sa sastavom crijevne mikrobiote. Tijekom
istrazivanja prikupljeni su genomicki podaci dobiveni sekvenciranjem DNA iz prikupljenih
uzoraka stolice ispitanika te op¢i, biokemijski, antropometrijski i dijeteticki podaci. Provedena
je usporedba navedenih parametara izmedu ispitanika kod kojih je uo¢ena disbioza i skupine
ispitanika kojoj pripadaju s obzirom na stupanj uhranjenosti. Analizirajuc¢i dobivene rezultate
trazeni su mogucéi zajedni¢ki Cimbenici za preveliku kolonizaciju Escherichia coli u
promatranim ispitanicima u kojih je utvrdena disbioza. Takoder, provedena je statisticka analiza
biokemijskih, antropometrijskih i dijeteti¢kih parametara izmedu skupina s obzirom na Stupanj
uhranjenosti. Prilikom usporedbe dobivenih rezultata s preporukama koriStene su americke DRI
(Dietary Reference Intakes) preporuke (I10M, 2001; IOM, 2002/2005; IOM, 2004; I0M, 2011).
Dobiveni rezultati podijeljeni su u tri dijela i prikazani u ovom poglavlju rada u obliku pet
tablica i 14 slika.

U prvom dijelu rezultata, tablicama od 2 do 4, prikazani su antropometrijski i biokemijski

podaci ispitanika te zivotne navike i ucestalost stolice.

Drugi dio rezultata odnosi se na genomicke podatke koji su dobiveni sekvenciranjem DNA iz

prikupljenih uzoraka stolice, a prikazan je na slikama od 10 do 15.

Treé¢i dio rezultata odnosi se na rezultate dobivene obradom dijetetickih podataka Kkoji su

prikazani tablicama 5 i 6 te slikama od 16 do 23.
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41. REZULTATI OPCIH, ANTROPOMETRIJSKIH 1 BIOKEMIJSKIH
KARAKTERISTIKA ISPITANIKA

Ukupan broj ispitanika koji su sudjelovali u istrazivanju provedenom u sklopu Projekta bio je
40, a njihova prosjecna dob bila je 27,75 + 0,66 godina (tablica 2). Prilikom obrade rezultata
genomickog dijela istrazivanja izdvojena su tri ispitanika, 307, 106 i 117 (Sto je 7,5 % ispitivane
populacije), kod kojih je uoc¢ena disbioza crijevne mikrobiote, tj. pove¢ana koncentracija reda
Enterobacteriales, u odnosu na populaciju. Disbioza u navedenih ispitanika se u ovom radu
nastojala povezati s prehrambenim i Zzivotnim navikama, te antropometrijskim i biokemijskim

karakteristikama pomocu detaljnije analize prikupljenih podataka.

Ispitanici kod kojih je uoc¢ena disbioza Zenskog su spola i razli¢ite dobi $to je prikazano u tablici
2. Dva ispitanika pripadaju skupini pretilih (ispitanik 106 — ITM=32,86 kgm; ispitanik 117 —
ITM=27,6 kgm™), dok jedan pripada skupini pothranjenih ispitanika (ispitanik 307 —
ITM=18,26 kgm™). Samim time §to se navedeni ispitanici nalaze u pothranjenoj odnosno
pretiloj skupini, obzirom na stupanj uhranjenosti, izlozeni su riziku od disbioze crijevne

mikrobiote (Alou i sur., 2016; Willson i Situ, 2017).

Statisticka analiza prikupljenih podataka o ispitanicima, podijeljenih u tri skupine prema
njihovom stupnju uhranjenosti (adekvatno uhranjeni, pothranjeni i pretili ispitanici) pokazala
je da se ispitanici izmedu skupina nisu statisti¢ki znacajno razlikovali po dobi (p=0,131), spolu
(p=0,077) i tjelesnoj visini (p=0,053), dok se utvrdilo postojanje znacajne razlike izmedu
skupina s obzirom na tjelesnu masu, opseg struka i bokova te WHR, §to se i o¢ekivalo s obzirom
na razli¢ite stupnjeve uhranjenosti. Ispitaniku 106 izmjeren je opseg struka od 90 cm S$to S
obzirom na spol ispitanika prema literaturi zna¢i da ima visoki rizik za razvoj kroni¢nih
oboljenja (WHO, 2011), a ispitaniku 117 izmjeren je opseg struka 86 cm §to znaci da ima
povecani rizik za razvoj kroni¢nih oboljenja. Isto vrijedi za cijelu njihovu skupinu c¢ija je
prosjecna vrijednost opsega struka 95,92 + 2,96 cm. Zene adekvatne tjelesne mase koje imaju
opseg struka <88 cm, odnosno muskarci s opsegom struka <102 cm nemaju rizik razvoja
kroni¢nih oboljenja s obzirom na antropometrijske parametre (WHO, 2011). Ispitanik 307 nije

u povecanom riziku za razvoj kroni¢nih oboljenja obzirom na opseg struka (64,6 cm).

Za mjerenje sastava tijela ispitanika koristen je TANITA analizator sastava tijela koji radi na
principu bioelektricne impedancije. Obzirom da se nalaze unutar iste skupine po stupnju
uhranjenosti, ispitanici 106 i 117 imaju sli¢nije antropometrijske parametre u usporedbi s

antropometrijskim parametrima ispitanika 307, izuzev visine (tablica 2). 1z dobivenih rezultata
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moze se vidjeti da ispitanik 307 prema parametrima dobivenim mjerenjem analizatorom ne
odskace puno od prosjeka ispitanika pothranjene skupine. Najvece odstupanje ispitanika 307
od njegove skupine uoceno je u postotku masnog tkiva, kojeg ima 32,27 % vise u odnosu na
prosjecnu vrijednost pothranjene skupine, odnosno 16,6 % ukupne tjelesne mase otpada na
masno tkivo, $to se s obzirom na dob i spol ispitanika smatra niskim udjelom masnog tkiva
(<21 % je nisko) (Gallagher i sur., 2000). Ispitanici 106 i 117 prema ovim parametrima imaju
nesto veca odstupanja od prosjeka svoje, pretile, skupine ispitanika. Najvece odstupanje
ispitanika 106 bilo je takoder u postotku masnog tkiva (37,6 %), kojeg ima vise u odnosu na
prosjeénu vrijednost pretile skupine ispitanika, iznosi 36,3 % ukupne tjelesne mase, §to se s
obzirom na dob i spol smatra prekomjernim udjelom masnog tkiva (prekomjernim se za zene
smatra 34 - 39,9 %) (Gallagher i sur., 2000). Ispitanik 117 najvece odstupanje u odnosu na
prosjek pretile skupine ima u razini visceralnog masnog tkiva, kojeg ima 42,36 % manje u
odnosu na skupinu. Jednako tako, odstupa 33,43 % od svoje skupine s obzirom na postotak
masnog tkiva kojeg ima vise u odnosu na prosjek pretile skupine, tj. 35,2 % ukupne tjelesne

mase otpada na masno tkivo $to se takoder smatra prekomjernim (Gallagher i sur., 2000).

Promatrajuci tjelesnu procjenu, prema TANITA analizatoru, ispitanik 307 je ocijenjen fizickom
procjenom kao mrsav i misi¢av (engl. thin and muscular) $to znaci da ima manje masnog tkiva
u odnosu na preporuke i adekvatnu misicnu masu. Ispitanik 106 je ocijenjen fizickom
procjenom kao jako graden (engl. solidly built) $to znac¢i da ima istovremeno visok postotak
masnog tkiva 1 visoku mi§i¢nu masu, a ispitanik 117 je ocijenjen fizickom procjenom kao pretio

(engl. obese) sto znaci da ima visok postotak masnog tkiva i umjerenu razinu misi¢nog tkiva.

Udio koli¢ine vode u ukupnoj tjelesnoj masi varira tijekom dana, odnosno no¢i, a isto tako
¢imbenici poput obilnih obroka, konzumacije alkohola, menstruacije, bolesti, tjelesne
aktivnosti i kupanja mogu utjecati na promjenu ukupne vode u tijelu. Kod zdravih odraslih zena
udio koli¢ine vode u ukupnoj tjelesnoj masi trebao bi se kretati od 45 % do 60 %, a kod
muskaraca od 50 % do 65 %. U sva tri ispitanika, Zenskog spola, uocen je adekvatni udio
koli¢ine vode u ukupnoj tjelesnoj masi (ispitanik 307 = 56 %; ispitanik 106 = 45 %; ispitanik
117 = 47 %).

Od ostalih parametara, TANITA analizatorom procijenjeno je jos$ i visceralno masno tkivo te

kostana masa. TANITA analizator procjenjuje visceralno masno tkivo u rasponu od 1 do 59.

Pritom se raspon od 1 do 12 smatra adekvatnom razinom visceralnog masnog tkiva, a raspon

od 13 do 59 smatra se prekomjernim visceralnim masnim tkivom. Sva tri ispitanika nalazila su

se unutar adekvatnog raspona visceralnog masnog tkiva. Procijenjena koStana masa je
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statistiCki dobivena vrijednost s obzirom na korelaciju s nemasnom tjelesnom masom.
Prosjecna procijenjena kostana masa za osobe koje imaju manje od 50 kg iznosi 1,95 kg, a kod
ispitanika 307 (tjelesna masa = 48,5 kg) iznosila je 2,1 kg. Prosjecna procijenjena kostana masa
za osobe koje imaju 50 - 75 kg iznosi 2,40 kg, a za osobe koje imaju 75 kg i vi$e iznosi 2,95
kg. Kod ispitanika 106 (tjelesna masa = 88,8 kg) vrijednost koStane mase bila je 2,7 kg, a kod
ispitanika 117 (tjelesna masa = 77,3 kg) bila je 2,5 kg.

Provodenjem statisticke analize izmedu skupina obzirom na stupanj uhranjenosti dobivena je
oCekivana statistiCki znaCajna razlika (p<0,001) za sve parametre mjerene TANITA
analizatorom sto je detaljno prikazano u tablici 2. Istovremeno je ispitanicima sastav tijela
analiziran i OMRON analizatorom i pritom su dobiveni sli¢ni, ali neSto drugaciji rezultati, a ta
se razlika objasnjava razli¢itim dizajnom uredaja. Dok je OMRON analizator oktapolaran
(Cetiri elektrode pod rukama i Cetiri pod nogama), TANITA analizator sastava tijela je
kvadripolaran (elektrode s smjestene samo pod nogama). Osim toga, svaki uredaj ima svoje
pratece tablice za masno tkivo pa je drugacija i interpretacija tablica s dobivenim rezultatima

ovisno o koristenom uredaju.
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Tablica 2. Rezultati antropometrijskih mjerenja ispitanika s disbiozom (n=3) te usporedba dobi, spola i antropometrijskih parametara izmedu
skupina s obzirom na stupanj uhranjenosti (n=40).

Spol Tjelesna Opseg Opseg Tjelesna Masno Masno Masa Kostana Razina g
o . : ove s FFM  TBW . IT™M
(% visina  struka bokova masa tkivo  tkivo miSi¢a masa  visceralnog )

sema) (cm)  (cm)  (cm) ko)  (kg) (%) ko) (%) ) tkiva

Dob

(godine)

Svi ispitanici 27,75+ 176,88+ 80,90 101,57 0,79+ 76,42+ 16,34 20,24 57,10 60,08 4158 299+ 3,63+ 24,09 +

50

(n=40) 0.66¢ 11720 +2.524 +£203¢ 009  386¢ 4155 +860° +2679 +£2800 +1949 013 0,52¢ 6.11°
Auf]er';‘r’]agﬂf 4% Lo 17167+ 7228 9615+ 075+ 6349+ 1236 1980 4856 5113 3578 257+ 140+ 2150+
__ Uhranjeni 0,75¢ 9,65 +£2260 1879 008 245 40820 +501° +£2.619 +275 +184¢ 013 0,274 0.94¢
ispitanici (n=10)
Pothranjeni 2492+ o ., 17431+ 6788 8855+ 077+ 5389+ 652+ 1255 4497 4737 3248 24+ 1,00+  17.65+
ispitanici (n=13)  0,80¢ S% 10460 +189° 1779 008 248 0699 +563 +239¢ +£251¢ +172 0128 0,00¢ 1.01¢
Ispitanik 307 28 7 1632 646 91 071 485 81 166 383 404 288 21 1 18,2
OPP0S? (%)  +12,36 637  -483 4277 179 -10 42423 +3227 -1483 -1471 -1133  -125 0 +3.12
Pretili ispitanici 27,41+ oo, 18191+ 9592 11471 084+ 10125+ 2618 2638 7139 7507 5195 368+ 694+ 3054+
(n=17) 1,319 Al 10900 10060 41,149 009 3750  +1559 +763 +375¢ +£3920 +2719 018 0,62¢ 2 76¢
Ispitanik 106 24 7 1599 90 1116 081 838 308 363 504 531 373 27 6 328
OPPIS® (%)  -12,44 1210  -617 271  -357  -1230 +17.65 +37.60 -2040 -2927 -2820 -2663  -1354 174
Ispitanik 117 23 7 1675 86 109 079 773 272 352 476 501 364 25 4 27.6
OPPrs® (%)  -16,09 792 1034 -498 595 2365 4390 +3343 -3332 -3326 -2993 3207  -4236  -9.96
o* 0131 0077 0053 <0001 <0001 0032 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001  <0,001

*p<0,05 (razlika izmedu skupina s obzirom na stupanj uhranjenosti; nezavisni ANOVA test za parametrijske i Kruskal-Wallis test za neparametrijske podatke); "WHR — omjer
struka i bokova 2OPPoS — odstupanje od prosjeka pothranjene skupine; "OPPrS -—odstupanje od prosjeka pretile skupine; ¢ITM - indeks tjelesne mase; % + SE - standardna
greSka; ®x £ SD - standardna devijacija
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Kod ispitanika koji su bili ukljuceni u istrazivanje mjereni su odredeni biokemijski parametri
(glukoza i kolesterol iz kapilarne krvi) te je izmjeren sistolicki i dijastolicki krvni tlak, kako bi
se dobio uvid u postojanje mogucéih rizi¢nih ¢imbenika za razvoj kroni¢nih bolesti, odnosno za
postojanje dishioze u izdvojenih ispitanika. 1z tablice 3. vidljivo je da ispitanici 307 i 106 imaju
poviseni kolesterol iz kapilarne krvi (5,74 mmolL?; 5,06 mmolL™), dok je preporuena
vrijednost ukupnog kolesterola manje od 5,0 mmolL* (EAS, 1992; Gottschling i sur., 1995).
Takoder, ispitanik 106 je istovremeno imao i povecanu razinu glukoze u krvi prilikom mjerenja
uiznosu od 7,6 mmolL™, a referentne vrijednosti kreéu se izmedu 4,4 - 6,4 mmolL™ (Stedman’s,
2006). Kod ispitanika 117 vrijednosti su bile u skladu s preporukama. Sistolicki i dijastolicki
krvni tlak kod ispitanika 307, 106 i 117 bili su u skladu s optimalnim vrijednostima krvnog
tlaka (115/81 mmHg; 121/78 mmHg; 110/76 mmHg; adekvatnim krvnim tlakom smatra se
vrijednost 120/80 mmHg) (Williams i sur., 2018). U odnosu na prosjek pothranjene skupine,
ispitanik 307 imao je povisenu vrijednost kolesterola (19,33 %), dok su druge vrijednosti bile
slicne prosjeku pothranjene skupine. Ispitanik 106 takoder je imao poviSenu vrijednost
kolesterola (5,42 %) u odnosu na prosje¢nu vrijednost pretile skupine. Vrijednosti sistolickog
krvnog tlaka bile su adekvatne kod ispitanika 106 i 117, dok je pretila skupina u prosjeku imala
poviseni sistoli¢ki krvni tlak (133,59+14,12 mmHg). Poviseni krvni tlak u pretiloj skupini
ispitanika bio je ujedno jedina statisticki znacajna razlika s obzirom na pothranjenu skupinu
ispitanika (p<0,001), odnosno adekvatno uhranjenu skupinu ispitanika (p<0,030). Ostali
biokemijski parametri nisu se statisti¢ki znacajno razlikovali izmedu skupina s obzirom na

stupanj uhranjenosti.
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Tablica 3. Biokemijski parametri ispitanika s disbiozom te usporedba biokemijskih parametara
s obzirom na stupanj uhranjenosti.

Krvnitlak  Krvni tlak GUK? Kolesterol

(mmolL?) (mmolL*?)

sistolicki dijastolicki
(mmHg) (mmHg)

(Sr‘]’ll'l%‘;'ta”'c' lié’ggf 7823+ 1,35 442+0,14° 4,82+ 0,13
Adekvatno

uhranjeni ! ﬁ’égf 75,80+ 2,967 4,18 +0,25¢ 4,68 + 0,28
ispitanici (n=10) ’

Pothranjeni 113,69 + d d d
ispitaniol (n=13) Bt 76,23 +2,14%  428+0,17% 4,81 +0,28
Ispitanik 307 115 81 38 5,74
Fnrfi';') Ispitanici 112’?235 81,18 £2,08¢ 4,67+0.26° 480 +0,17°
Ispitanik 106 121 78 7,6 5,06
Ispitanik 117 110 76 4,31 4,75

p* 0,001 0,561 0,401 0,335

*p<0,05 (razlika izmedu skupina s obzirom na stupanj uhranjenosti; nezavisni ANOVA test za
parametrijske i Kruskal-Wallis test za neparametrijske podatke); *GUK — glukoza u krvi; % + SE -

standardna greska; °x + SD - standardna devijacija

Dodatno, ispitanici su se trebali izjasniti o Zivotnim navikama kao $to su konzumacija
duhanskih proizvoda i alkohola te bavljenje tjelesnom aktivnosc¢u, Sto je prikazano u tablici 4.
Promatrajuéi cjelokupnu ispitivanu populaciju ispitanici se nisu znacajno razlikovali, osim u
konzumaciji alkohola gdje ispitanici adekvatne skupine konzumiraju znafajno manje
alkoholnih pic¢a od ispitanika pretile i pothranjene skupine. Ispitanici 307 i 117 navode da
konzumiraju alkoholna pica i to na tjednoj razini (307=cetiri pica; 117=sedam pica; pri ¢emu
se jednim alkoholnim pi¢em smatra 1,5 dcl vina ili 330 ml piva ili jedna ¢asSica zestokog pica),
dok ispitanik 106 navodi da je to rijetko i prigodno (jedno pic¢e u tri mjeseca). Duhanske
proizvode konzumira samo ispitanik 117 (do deset cigareta dnevno), dok ispitanici 307 i 106
ne konzumiraju duhanske proizvode. Tjelesnom aktivno$¢u bave se ispitanici 307 i 117 i oba
ispitanika navode da je to u prosjeku tri sata tjedno (kombinacija tjelesne aktivnosti intenzivnog
i umjerenog intenziteta). S druge strane, ispitanik 106 ne bavi se nikakvom tjelesnom

aktivnos$¢u. Literatura isti¢e da zivotne navike kao $to su konzumacija duhanskih proizvoda i

30



alkohola te nedostatak tjelesne aktivnosti utjeCu na promjene u sastavu crijevne mikrobiote
(Conlon i Bird, 2015; Engen i sur., 2015; Allen i sur., 2018), no tesko ih je dovesti u vezu s
dishiozom kod tri navedena ispitanika s obzirom da su njihovi odgovori neujednaceni, a slicna
istrazivanja ne postoje. Jo§ jedan ¢imbenik koji moZe utjecati na promjenu sastava crijevne
mikrobiote, a koji se isti¢e u literaturi jest stres (Conlon i Bird, 2015). Stres bi takoder trebalo
uzeti u obzir kao potencijalni moguéi ¢imbenik disbioze jer se istrazivanje provodilo medu
studentskom populacijom i to za vrijeme trajanja ispitnih rokova. lako su ispitanici s disbiozom
imali neujednacene odgovore o Zivotnim navikama, valja imati na umu da odredene Zivotne
navike, uz prehrambene, mogu pridonijeti promjeni u sastavu crijevne mikrobiote i da se taj
utjecaj moze razlikovati medu pojedincima s obzirom da svatko od nas posjeduje unikatnu,

vlastitu crijevnu mikrobiotu.

Tablica 4. Usporedba zivotnih navika i ucestalosti stolice kod ispitanika s disbiozom.

Parametar Ispitanik 307 Ispitanik 106 Ispitanik 117
Konzumacija alkohola DA DA DA
Duhanski proizvodi NE NE DA
Tjelesna aktivnost DA NE DA
Opstipacija NE NE NE
Ucestalost stolice Svakodnevno 1-3 puta na dan 1-3 puta na dan

Ispitanici su se takoder trebali izjasniti o ucestalosti stolice 1 pojavi opstipacije kako bi se dobio
uvid u stanje probave (tablica 4). Nijedan od triju ispitanika s disbiozom nema opstipaciju te
svi imaju redovitu stolicu, koja je nesto ¢eSca u pretilih ispitanika (svakodnevno, jedan do tri
puta na dan), naspram pothranjenog ispitanika (svakodnevno, jednom). Takoder, ispitanici su
trebali dati subjektivnu procjenu kakav je tip odnosno konzistencija njihove stolice. Procjena je
napravljena s obzirom na Bristolsku ljestvicu stolice koja se krece u rasponu od tipl do tip 7 i
ti su se odgovori razlikovali kod ispitanika (307=tip3; 106=tip5; 117=tip4). Pritom se
optimalnim smatra tip4 stolice. Tipl oznafava tvrdi, suhi oblik stolice, nalik na oraSaste

plodove, dok s druge strane tip7 oznac¢ava vodenu stolicu.
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4.2. REZULTATI SEKVENCIRANJA CRIJEVNE MIKROBIOTE ISPITANIKA

Crijevna mikrobiota postala je predmet brojnih istrazivanja u posljednjih nekoliko godina.
Znanstvenici sve vi§e paznje usmjeravaju na promjene u sastavu crijevne mikrobiote s obzirom
na promjene u prehrambenim navikama, na zdravstveni status, indeks tjelesne mase te zivotne

navike 1 okoliSne ¢imbenike.

Ispitanici su u ovom istrazivanju bili grupirani ovisno o stupnju uhranjenosti jer je jedan od
ciljeva cijelog projekta bio utvrditi postoje li razlike u sastavu i raznolikosti crijevne mikrobiote
s obzirom na indeks tjelesne mase i prehranu. U dosadasnjoj literaturi se indeks tjelesne mase i
prehrambene navike povezuju s promjenama u raznolikosti i sastavu crijevne mikrobiote.
Disbioza crijevne mikrobiote pojavljuje se kod pretilosti, pothranjenosti i poremecaja u
prehrani (kao $to je npr. anorexia nervosa) (Willson i Situ, 2017; Alou i sur., 2016; Morita i
sur., 2015).

Analiza genomickih podataka provedena je uz pomo¢ QIIME2 programskog paketa. Najprije
je odredena taksonomska raznolikost mikrobiote odnosno prisutnost bakterija u svakom uzorku.
Taksonomska Klasifikacija napravljena je do razine vrste, a dobivena je poravnavanjem
reprezentativne sekvence svake operacijske taksonomske jedinice (OTU) s Greengenes 16S
rRNA bazom podataka. Slovo ,,k* na slikama ozna¢ava domenu, ,,p* koljeno (phylum), ,,c*
razred (classis), ,,0« red (ordo), ,,f porodicu (familia), ,,g“ rod (genus), a slovo ,,s* vrstu
(species). Stupcasti dijagram na slici 10. prikazuje razlike izmedu ispitanika s obzirom na
zastupljenost reda Enterobacteriales (razred Gammaproteobacteria, koljeno Proteobacteria) u
sastavu crijevne mikrobiote za svaki uzorak. Na temelju tih razlika doslo je do izdvajanja tri
ispitanika zato $to s obzirom na preostale ispitanike imaju povecanu zastupljenost bakterija reda
Enterobacteriales. Zbog povecane zastupljenosti ovih bakterija uocena je disbioza odnosno
narusena ravnoteza crijevne mikrobiote u ispitanika 106, 117 i 307 u odnosu na prosjek
populacije jer bi bakterije koje pripadaju redu Enterobacteriales trebale predstavljati samo

manji udio adekvatne crijevne mikrobiote (Stecher, 2015).
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Slika 10. Zastupljenost reda Enterobacteriales u svakom uzorku dobivena analizom stolice
ispitanika (oznaka uzoraka reda veli¢ine 100 oznacava pretile, 200 adekvatno uhranjene, a 300

pothranjene ispitanike).
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Slika 11. prikazuje zastupljenost pojedinih koljena u crijevnoj mikrobioti ispitanika s obzirom
na stupanj uhranjenosti te potvrduje da kod veéine ispitanika prevladavaju koljena Firmicutes
I Bacteroidetes, dok su preostala koljena poput Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Actinobacteria i Fusobacteria zastupljena u manjim koli¢inama S§to potvrduje i literatura
(Voreades i sur., 2014). Takoder, vidljivo je i da se skupine medusobno razlikuju u odnosima
izmedu najzastupljenijih koljena s obzirom na stupanj uhranjenosti. Pretili ispitanici imaju veci
udio koljena Firmicutes (61,3 %) u odnosu na adekvatno uhranjenu (58,6 %) i pothranjenu
skupinu ispitanika (47,7 %). S druge strane, pothranjeni ispitanici imaju ve¢i udio koljena
Bacteroidetes (36,6 %) u odnosu na adekvatno uhranjenu (28,4 %) i pretilu skupinu (24,6 %).
Na slici 12. detaljno su prikazani udjeli odredenih bakterijskih koljena u ispitanika 106, 117 i
307. Rezultati su pokazali da u ispitanika 106 dominira koljeno Proteobacteria, a njihov udio
u ukupnoj crijevnoj mikrobioti je iznosio 46,1 %, dok je udio koljena Firmicutes iznosio 37,2
%, a udio koljena Bacteroidetes 0,3 %. Kod ispitanika 307 ukupan udio Proteobacteria iznosio
je 25,7 %, a najzastupljenije koljeno bilo je Firmicutes (44,9 %), nakon kojeg slijedi koljeno
Bacteroidetes (19,9 %). Ispitanik 117 imao je najmanji udio koljena Proteobacteria od tri
navedena ispitanika (7,2 %), a najzastupljenije koljeno bilo je Firmicutes (52,4 %), pa
Bacteroidetes (19 %). Shin i sur. (2015) isticu da je povecanje koljena Proteobacteria u
crijevnoj mikrobioti marker nestabilnosti odnosno disbioze te potencijalni dijagnosticki kriterij
za metabolicke poremecaje i intestinalnu upalu. Osim poveéanog udjela koljena Proteobacteria
u pretilih osoba i miseva (Shin i sur., 2015), znanstvenici su povecani udio Proteobacteria
pronasli i u pothranjenoj djeci Bangladesa i Malavija uz smanjenu raznolikost vrsta, u odnosu

na adekvatno uhranjenu djecu (Subramanian i sur., 2014; Smith i sur., 2013).

Promatranjem dobivenih omjera koljena Firmicutes/Bacteroidetes kod navedenih ispitanika
vidi se da taj omjer raste s porastom indeksa tjelesne mase i najveci je kod ispitanika 106 (omjer
F/B=106,4; ITM=32,8 kgm), zatim slijedi ispitanik 117 (omjer F/B=2,8; ITM=27,6 kgm™) i
na kraju ispitanik 307 (omjer F/B=2,3; ITM=18,2 kgm™). Generalno, promatrajué¢i skupine
razli¢itog stupnja uhranjenosti pokazalo se da pretila skupina ima najve¢i omjer (prosje¢na
vrijednost = 2,76) Firmicutes/Bacteroidetes nakon ¢ega slijedi adekvatna skupina (prosje¢na
vrijednost = 2,06), a najmanji omjer je u pothranjenoj skupini ispitanika (prosje¢na vrijednost
= 1,30). Koliada i sur. (2017) dobili su sli¢cne rezultate na Ukrajinskoj populaciji, rezultati
navedenog istrazivanja ukazuju da omjer koljena Firmicutes/Bacteroidetes korelira u ovisnosti

o indeksu tjelesne mase te da je veci u pretilih, odraslih osoba.
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Slika 11. Udio Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria i ostalih koljena kod ispitanika s

obzirom na stupanj uhranjenosti.

Ispitanik 307 [spitanik 106 [spitanik 117

Firmicutes M Bacteroidetes M Proteobacteria Ostala koljena

Slika 12. Udio Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria i ostalih koljena kod ispitanika 106,
1171 307.

Ako promatramo koljeno Proteobacteria, red Enterobacteriales, porodica Enterobacteriaceae,
tri ispitanika imaju povecani udio vrste Escherichia coli u odnosu na ostale ispitanike (slika
13). Ispitanik 307 ima najvecu zastupljenost Escherichia coli (14,56 %), zatim slijedi ispitanik
106 (12,68 %) i na kraju ispitanik 117 (3,63 %). U pravilu, u debelom crijevu zastupljenost
patogenih bakterija, medu kojima je Escherichia coli, je vrlo mala, 0,1 % ili manje (The Human
Microbiome Project Consortium, 2012). Do infekcije rodom Escherichia koja je inace
normalno prisutna u ljudskim crijevima i stolici, moze do¢i zbog nepravilnog pranja ruku
prilikom izravnog dodira s zarazenom osobom, prilikom konzumacije kontaminirane hrane
odnosno vode te za vrijeme putovanja, u zemljama treceg svijeta, zbog losijih higijenskih uvjeta
(Mayo Clinic, 2018).
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Na slici 13. takoder se vidi da ispitanik 106 od mogué¢ih rodova koji pripadaju redu

Enterobacteriales najvise ima zastupljen rod Klebsiella (30,90 %).

100% —
o0%
B0% —
R
TO% —
e
I
a
t
j 90% -
W
n
a
0% —
z
a
5
b o -
: |
P
| - -
é 30% — -
n - _
o -
5 -- - = _
t 2o - -
-
]
10% —| =
-
m -
E'%—H|||||||11111111||||||||rrrrrrrr||||||||
h'ﬂh;":ﬂ“‘::ﬂﬂ'ﬂlnm'ﬂ_hgmﬂ'hﬂEENNWNNE@@EEEQ?WEWN
B -REAnARRRRFRTRRERFrRRRERRRERRTRARTEE
Uzorak

k_ Bacteris;p_ Protecbacters;c_ Gammaproteobacteria;o_ Entercbacterisles i Enterobscterizcese;g_ Escherichiz;z_ col
k__ Bacteria;p_ Protecbacterisic_ Gammaprotecbscteria;o_ Entercbacterisles; i Enterobacteriacese;y_ Hlebsiells;s_
k__Bacteris;o__Protecbacters;c_Gammaproteobacteria;o_Entercbacterislesf_Enterobscteriscese;_

k__Bacteria;p_ Protecbacteris;c_ Gammaprotecbacteria;o_ Entercbacterisles;f Enterobacteriacese;g_ Citrobacter;s__

Slika 13. Povecani udio Escherichia coli kod ispitanika 307, 106 i 117 u odnosu na preostale

ispitanike (n=37).
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Prilikom analize crijevne mikrobiote, jos su promatrane alfa i beta raznolikost. Alfa raznolikost
predstavlja raznolikost pojedinog uzorka, odnosno opisuje bogatstvo vrste u pojedinom uzorku.
Vizualizacija dobivenih rezultata alfa raznolikosti prikazana je na slici 14. gdje se na X-0si
nalazi dubina sekvenciranja, a na y-osi broj opazenih (odredenih) OTU-ova. Pretpostavka u
ovom istrazivanju bila je da pretili ispitanici imaju loSije prehrambene navike u odnosu na
preostale skupine (veéi unos energije, masti i slatkisa) te da je to razlog povisenog indeksa
tjelesne mase i u konacnici razlike u raznolikosti crijevne mikrobiote. 1z rarefakcijskih krivulja
svakog pojedinatnog uzorka moze se ocitati da je najveca alfa raznolikost prisutna kod
ispitanika 313 (pothranjena skupina), a najmanja kod ispitanika 301 (pothranjena skupina). Od
ispitanika kod kojih je utvrdeni povecani udio Escherichia coli najvec¢e bogatstvo uzorka ima
ispitanik 117 (pretila skupina) koji ujedno unosi najvise prehrambenih vlakana (u prosjeku
38,29 g/dan), zatim slijedi ispitanik 307 (pothranjena skupina; unos vlakana=26,63 g/dan) i na
kraju 106 (pretila skupina; unos vlakana=20,37 g/dan) sto upucuje na nepostojanje povezanosti
izmedu manje raznolikosti vrsta i viSeg indeksa tjelesne mase, nego bi se uzrok trebao traziti u
prehrambenim navikama (kao $to je to npr. navedeni unos vlakana). Da je veci unos
prehrambenih vlakana povezan s ve¢om raznolikos¢u vrsta, rezultati su De Filippo i sur. (2010)

kada su usporedivali prehranu i crijevnu mikrobiotu europske i africke djece.

Zakljucno, indeks tjelesne mase ne bi trebao biti razlog vece odnosno manje raznolikosti
crijevne mikrobiote s obzirom na dobivene rezultate. S druge strane, takvi rezultati nisu u skladu
s rezultatima studije Verdam i sur. (2013) gdje je uocena smanjena alfa raznolikost kod pretilih

ispitanika u odnosu na ispitanike adekvatne tjelesne mase.
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Slika 14. Rarefakcijske krivulje svakog pojedinacnog uzorka stolice s naglaskom na ispitanike

117,106 i 307.

Osim alfa raznolikosti odredena je i beta raznolikost koja daje mjeru razli¢itosti uzoraka, a
prikazuje se tockama u 3D prostoru. Za usporedbu crijevne mikrobiote izmedu svih uzoraka
koriStena je PCoA metoda (Principal Coordinates Analysis), koja uzorke smjeSta u
trodimenzionalni okvir na temelju udaljenosti koja je odredena UniFrac metrikom. UniFrac
metrika moze biti tezinska odnosno kvantitativna (obuhvaca prisutnost i zastupljenost
taksonomskih grupa) ili netezinska (uzima u obzir samo prisutnost ili odsutnost taksonomskih
grupa). Uzimajuci u obzir rezultate beta raznolikosti dobivene tezinskom UniFrac metrikom na
slici 15. nije moguce povezati ispitanike 106, 117 i 307, kod kojih je uocena disbioza, jer nije
doslo do ocekivanog formiranja klastera uzoraka zbog prevelike raznolikosti u sastavu crijevne
mikrobiote ispitanika. Takoder, promatrani uzorci ispitanika nisu omogucéili razdvajanje ni na

temelju indeksa tjelesne mase ispitanika.
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Slika 15. Beta raznolikost crijevne mikrobiote ispitanika prikazana tezinskom UniFrac

metrikom.
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43. REZULTATI DOBIVENI OBRADOM DIJETETICKIH PODATAKA
ISPITANIKA

Prehrana je jedan od ¢imbenika na koji mozemo utjecati, a koji istovremeno znac¢ajno utjece na
sastav i raznolikost crijevne mikrobiote. Cinjenica koja ide tome u prilog je da se crijevna
mikrobiota razlikuje ovisno o prehrani ve¢ u novorodencadi koji su hranjeni dojenackim
formulama u odnosu na one hranjene maj¢inim mlijekom (Xu i Knight, 2015). Brojne studije
istrazivale su povezanost izmedu pojedinih makronutrijenata i crijevne mikrobiote i pokazale
da svaki pojedini makronutrijent (proteini, masti, ugljikohidrati) utjece specificno na crijevnu
mikrobiotu (Alou i sur., 2016; Singh i sur., 2017).

Ovim istrazivanjem nastojalo se utvrditi postoji li poveznica izmedu prehrambenih navika i
disbioze crijevne mikrobiote koja se ocitovala kod triju ispitanika i hrane li se oni znatno
drugacije u odnosu na skupinu kojoj pripadaju s obzirom na stupanj uhranjenosti. Takoder, u
sklopu Projekta analizirale su se prehrambene navike svih ispitanika koje su se nastojale

povezati sa sastavom crijevne mikrobiote ovisno o stupnju uhranjenosti.

Na pocetku istrazivanja ispitanici su detaljno upuéeni u pisanom obliku kako pravilno voditi
trodnevni dnevnik prehrane te su dobili obrasce za popunjavanje istih. Trodnevni dnevnik
prehrane vodili su kako bi se dobio uvid u njihovu prehranu, unos energije, makronutrijenta,
prehrambenih vlakana te mikronutrijenata. Nakon obrade dobivenih podataka uz pomoc¢ tablice
o kemijskom sastavu hrane (Kai¢-Rak i Antoni¢, 1990) izracunat je prosjek dnevnog
energetskog unosa, unosa makronutrijenata (ugljikohidrata, masti, proteina) i prehrambenih
vlakana za pojedinu skupinu te su izdvojeni podaci ispitanika s dishiozom. Takoder, izracunato
je odstupanje prosjeénih vrijednosti energije, makronutrijenata i prehrambenih vlakana,
dobivenih analizom trodnevnog dnevnika prehrane, kod ispitanika s disbiozom od prosjeka
njihove skupine. Sve dobivene vrijednosti detaljno su prikazane u tablici 5. Najvece odstupanje
od pretile skupine imao je ispitanik 117 u prosje¢nom unosu prehrambenih vlakana, koji ih
unosi 62,94 % vise od prosjeka svoje, pretile skupine. Od preostalih rezultata treba istaknuti da
ispitanik 307 unosi 36,73 % vise proteina u odnosu na prosjek svoje, pothranjene skupine te
opcenito unosi vise proteina u odnosu na prosjek svih ispitivanih skupina. Izmedu tri ispitivane
skupine, s obzirom na stupanj uhranjenosti, nije bilo statisticki znacajne razlike u unosu

energije, makronutrijenata i vlakana.
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Tablica 5. Dijeteticki podaci dobiveni analizom trodnevnog dnevnika prehrane kod ispitanika

s obzirom na stupanj uhranjenosti te ispitanika 106, 117 i 307.

Energija  Ugljikohidrati  Masti Proteini  Vlakna

(kcal) (g/dan) (g/dan)  (g/dan) (g/dan)

Svi ispitanici (n=40) |  2450,66 262,96 112,16 95,71 23,79
Adekvatno uhranjeni (n=10) 2511,87 278,99 111,00 96,61 20,28
Pothranjeni ispitanici (n=13) | 2324,15 259,56 102,77 87,32 26,86
Ispitanik 307 2116,04 256,59 78,66 119,39 26,63

OPPoS* (%) | 895 -1,14 2346  +36,73  -0,86

Pretili ispitanici (n=17) 2511,41 256,14 120,03 101,59 23,50
Ispitanik 106 | 2350,75 245,94 105,96 78,86 20,37

OPPrS® (%) -6,4 -3,98 11,72 -2237  -13,.32

Ispitanik 117 | 2637,16 312,96 99,60 90,03 38,29

OPPrs® (%) +5,01 +22,18 -17,02  -11,38  +62,94

p* 0,740 0,829 0,555 0,509 0,471

*n<0,05 (razlika izmedu skupina s obzirom na stupanj uhranjenosti); *OPP0S — odstupanje od

prosjeka pothranjene skupine; POPPrS — odstupanje od prosjeka pretile skupine.

Slike 16. — 23. prikazuju analizu prosjeénog unosa makronutrijenata (proteini su izrazeni u gkg
1 TM na dan, masti i ugljikohidrati kao % dnevnog energetskog unosa, a vlakna u g/dan) u
odnosu na DRI preporuke (IOM, 2002/2005). Pothranjene Zene i muskarci unose vise proteina
od preporuka koje se za zdrave odrasle osobe kre¢u od 0,8 do 1,2 gkg? TM na dan (IOM,
2002/2005; Satali¢ i sur., 2016), dok pretili muskarci i Zene proteine unose u skladu s
preporukama. Statistickom analizom utvrdena je zna¢ajna razlika za unos proteina (gkg* TM
na dan) izmedu pothranjenih i pretilih zena (p=0,003), odnosno izmedu pothranjenih i pretilih
muskaraca (p=0,035). Ispitanici 117 (unos proteina = 1,16 gkg™ TM na dan) i 106 (unos
proteina = 0,94 gkg? TM na dan) nisu se bitno razlikovali po unosu proteina u odnosu na
prosjek Zena iz pretile skupine (unos proteina = 0,99 gkg™ TM na dan), dok se ispitanik 307
(unos proteina = 2,46 gkg™ TM na dan) razlikovao po unosu proteina u odnosu na prosjek
pothranjenih Zena (unos proteina = 1,65 gkg™ TM na dan). Ispitanik 307 unosi najvise proteina
(gkg™? TM) od svih ispitanika Zenskog spola koji su pristupili istrazivanju i pritom prevladava

unos proteina zivotinjskog podrijetla. Pregledni rad Singh i sur. (2017) istice kakav je utjecaj
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proteina, ovisno o njihovom podrijetlu, na sastav crijevne mikrobiote i zdravlje opcenito.
Proteini biljnog podrijetla, to¢nije proteini graSka, dovode do povecanja Bifidobacterium i
Lactobacillus te smanjenja Bacteroides i Clostridium perfringens, sto posljedi¢no dovodi do
povecane proizvodnje kratkolancanih masnih kiselina, odnosno poboljSane crijevne barijere i
smanjene mogucnosti za upalu. S druge strane, proteini zivotinjskog podrijetla dovode do
povecéanja Bacteroides, Alistipes, Bilophila i Ruminococcus, a smanjenja Bifidobacterium, sto
za posljedicu ima smanjenu proizvodnju kratkolan¢anih masnih kiselina i1 povecanu
proizvodnju trimetilamin  N-oksida, proaterogenog spoja koji poveava rizik za
kardiovaskularne bolesti (Singh i sur., 2017). Takoder, velika prospektivna studija (n=67 581)
utvrdila je da visoki ukupni unos proteina, osobito zivotinjskog podrijetla, povecava rizik od
razvoja upalnih bolesti crijeva (Jantchou i sur., 2010). Kod ispitanika 307, osim povecane
zastupljenosti Escherichia coli, primijeceno je i Smanjenje zastupljenosti Roseburia u odnosu
na prosjek pothranjene skupine. Navedeno je u skladu s rezultatima istrazivanja koje je
pokazalo da pretili muskarci stavljeni na redukcijsku dijetu s visokim unosom proteina i nizim
unosom ugljikohidrata imaju smanjenu zastupljenost Roseburia i Eubacterium rectale te

smanjeni udio butirata u stolici (Russell i sur., 2011).

Unos proteina kod pothranjenih ispitanika (gkg* TM na dan)
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Slika 16. Prosjecan dnevni unos proteina pothranjenih ispitanika s obzirom na spol te prosjecan

unos ispitanika 307 (*crveno = preporuka 0,8 - 1,2 gkg* TM na dan).
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Slika 17. Prosje¢an dnevni unos proteina pretilih ispitanika s obzirom na spol te prosje¢an unos

ispitanika 106 i 117 (*crveno = preporuka 0,8 - 1,2 gkg* TM na dan).

Pothranjene zene i muskarci, kao 1 pretile Zene i muskarci, unose vise masti u ukupnom
dnevnom energetskom unosu u odnosu na preporuke (20 — 35 % ukupnog dnevnog energetskog
unosa). Statisticka analiza nije pokazala znacajnu razliku u ukupnom unosu masti (% ukupnog
dnevnog energetskog unosa) izmedu pothranjenih i pretilih zena (p=0,856), odnosno
pothranjenih i pretilih muskaraca (p=0,628). Promatrajuci ispitanike s disbiozom, ispitanik 307
(unos masti = 33,46 %) i 117 (unos masti = 33,99 %) imaju unos masti u skladu s preporukama,
medutim blizu su gornjoj preporucenoj granici unosa, dok ispitanik 106 ima ukupan unos masti
veéi u odnosu na preporuke (Unos masti = 40,57 %). Zbog visokog prosjenog unosa masti u
svih ispitanika koji su sudjelovali u istrazivanju (prosjek unosa masti svih ispitanika = 41,39
%) nije bilo mogucée pronaci zajednicku poveznicu u unosu masti i povecane zastupljenosti
Escherichia coli koja se pojavila u ispitanika 106, 117 i 307. Jedno je sigurno, tipi¢na
zapadnjacka prehrana koja je bogata zasi¢enim mastima i trans mastima, a siromasna
jednostruko- i viSestruko - nezasi¢enim masnim kiselinama predstavlja problem jer povecava
rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti, te povecanog ukupnog i LDL kolesterola, a

istovremeno se povezuje i s disbiozom crijevne mikrobiote (Singh i sur., 2017).
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Slika 18. Prosje¢an dnevni unos masti pothranjenih ispitanika s obzirom na spol te prosjecan

unos ispitanika 307 (*crveno = preporuka 20 — 35 % u ukupnom dnevnom energetskom unosu).
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Slika 19. Prosjecan dnevni unos masti pretilih ispitanika s obzirom na spol te prosjecan unos

ispitanika 106 i 117 (*crveno = preporuka 20 — 35 % u ukupnom dnevnom energetskom unosu).

Kada promatramo analizu dnevnog unosa ugljikohidrata, vidi se da pothranjeni muskarci,
odnosno pretile Zene i muskarci ne unose ugljikohidrate u skladu s preporukama ve¢ manje,
dok pothranjene zene ugljikohidrate unose u skladu s preporukama, medutim na donjoj granici

unosa. Statisti¢ka analiza nije pokazala znac¢ajnu razliku u ukupnom unosu ugljikohidrata (%
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ukupnog dnevnog energetskog unosa) izmedu pothranjenih i pretilih Zena (p=0,324), odnosno
pothranjenih i pretilih muskaraca (p=0,930). Ispitanik 106 (unos ugljikohidrata = 41,85 %)
takoder unosi manje ugljikohidrata u ukupnom dnevnom energetskom unosu u odnosu na
preporuke, dok ispitanici 117 (unos ugljikohidrata = 47,47 %) i 307 (unos ugljikohidrata = 48,5
%) unose ugljikohidrate u skladu s preporukom, medutim na donjoj su granici unosa. Zbog
nizeg prosjec¢nog unosa ugljikohidrata u svih ispitanika u odnosu na preporuke (prosjek unosa
ugljikohidrata svih ispitanika = 42,71 %) nije bilo moguce pronaci zajedni¢ku poveznicu unosa
ugljikohidrata i disbioze odnosno povecane zastupljenosti Escherichia coli koja se pojavila u
ispitanika 106, 117 i 307. U preglednom radu Singh i sur. (2017) spominju da umijetni
zasladiva¢i mogu dovesti do disbioze. Primjerice, zabiljezeno je da su miSevi hranjeni
saharinom imali povecanu zastupljenost Bacteroides i smanjenu zastupljenost Lactobacillus
reuteri (Suez i sur., 2014). Ispitanici u ovom istraZivanju nisu naveli koriStenje umjetnih sladila

u dnevnicima prehrane, jedino je ispitanik 307 naveo da koristi ksilitol, Secerni alkohol.
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Slika 20. Prosjecan dnevni unos ugljikohidrata pothranjenih ispitanika s obzirom na spol te
prosje¢an unos ispitanika 307 (*crveno = preporuka 45 — 60 % u ukupnom dnevnom

energetskom unosu).
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Slika 21. Prosje¢an dnevni unos ugljikohidrata pretilih ispitanika s obzirom na spol te prosjecan
unos ispitanika 106 i 117 (*crveno = preporuka 45 — 60 % u ukupnom dnevnom energetskom

unosu).

Prehrana koja je bogata prehrambenim vlaknima povezuje se s ve¢om raznoliko$¢u sastava
crijevne mikrobiote, a takoder i s poveCanjem zastupljenosti Bifidobacteria i Lactobacilli,
odnosno Ruminococcus, Eubaterium rectale i Roseburia (Singh i sur., 2017). Analiziraju¢i unos
prehrambenih vlakana vidljivo je da nema statisticki znacajne razlike izmedu pothranjenih i
pretilih Zena (p=0,885), odnosno pothranjenih i pretilih muSkaraca (p=0,539). Prosjec¢na
vrijednost unosa vlakana u Zena, pothranjenih i pretilih, u sladu je s preporukama, dok to nije
slu¢aj u muskaraca koji u obje skupine (pothranjeni, pretili) unose manje vlakana u odnosu na
preporuke. Ispitanik 307 ima unos prehrambenih vlakana u skladu s preporukama i istovremeno
ima statisticki zna¢ajno manju zastupljenost Roseburia (0,3 %) u odnosu na svoju, pothranjenu,
skupinu (4,0 %), dok nema statisti¢ki znac¢ajnu razliku za zastupljenost Ruminococcus (3,3 %)
u odnosu na svoju, pothranjenu skupinu (2,5 %). Ispitnik 117 ima znatno veci unoS
prehrambenih vlakana (38,29 g/dan) u odnosu na preporuke (25 g/dan) i zene iz svoje, pretile
skupine (25,05 g/dan), te istovremeno nema statisticki znacajnu razliku u zastupljenosti
Ruminococcus (2,5 %) i Roseburia (4,7 %) u odnosu na svoju, pretilu skupinu (2,5 %; 4,0 %).
Ispitanik 106 unosi manje prehrambenih vlakana (20,37 g/dan) u odnosu na preporuke (25
g/dan) i u njegovoj crijevnoj mikrobioti uo¢ena je manja zastupljenost Ruminococcus (0,1 %) i
Roseburia (0,3 %), koje su se statisticki znacajno razlikovale u odnosu na prosjek njegove,

pretile skupine (2,5 %; 4,0 %). S obzirom na nekonzistentnost dobivenih rezultata, ni s obzirom
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na unos prehrambenih vlakana nije pronadena zajedni¢ka poveznica koja bi kod navedenih

ispitanika uzrokovala povecéanje vrste Escherichia coli.

Unos prehrambenih vlakana kod pothranjenih ispitanika (g/dan)
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Slika 22. Prosjec¢an dnevni unos prehrambenih vlakana pothranjenih ispitanika s obzirom na
spol te prosjecan unos ispitanika 307 (*crveno = preporuka za zene 25 g/dan; plavo = preporuka

za musSkarce 38 g/dan).

Unos prehrambenih vlakana kod pretilih ispitanika (g/dan)
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Slika 23. Prosjecan dnevni unos prehrambenih vlakana pretilih ispitanika s obzirom na spol te
prosjecan unos ispitanika 106 i 117 (*crveno = preporuka za zene 25 g/dan; plavo = preporuka

za muskarce 38 g/dan).
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Osim makronutrijenata, pomocu trodnevnog dnevnika prehrane izracunat je i prosje¢ni unos
mikronutrijenata za svaku skupinu s obzirom na stupanj uhranjenosti. Ti su podaci, zajedno s
podacima o mikronutrijentima za ispitanike u kojih je uoena povecana zastupljenost
Escherichia coli i njihovo odstupanja od preporuka, prikazani u tablici 6. U ispitanika 307
primijeen je manji unos vitamina A, kalija, cinka, vitamina Bs, niacina, kalcija, zeljeza,
vitamina By, bakra i B1 u odnosu na preporuke. S druge strane, magnezij, fosfor, vitamin C i
natrij, ispitanik 307 unosi vise od preporuka. Ako usporedimo unos mikronutrijenata i
dozvoljeni najveci unos (engl. Tolerable Upper Intake Level, UL), koji ozna¢ava maksimalni
dnevni unos koji vjerojatno nece izazvati $tetne ucinke na zdravlje, jedino je unos magnezija
veci od dozvoljenog najveéeg unosa koji iznosi 350 mg. Ostale vrijednosti ¢iji je unos veci od
preporuka ne prelaze dozvoljeni najveci unos kod ispitanika 307. Ispitanik 106 imao je manji
unos cinka, magnezija, kalcija, vitamina A, kalija, vitamina Be, zeljeza i vitamina B1 u odnosu
na preporuke. Suprotno, unos natrija, fosfora, vitamina C, bakra, niacina i vitamina B; je bio
veéi u odnosu na preporuke. Usporedivsi navedeno s dozvoljenim najveéim unosom
mikronutrijenata jedino unos natrija prelazi granicu koja iznos 2300 mg kod ispitanika 106.
Pritom nije definiran dozvoljeni najvec¢i unos za unos vitamina Ba. U ispitanika 117 zamijecen
je nizi unos kalija, Zeljeza, kalcija i vitamina A u odnosu na preporuke, dok je unos vitamina
Bs, vitamina C, magnezija, fosfora, natrija, niacina, bakra, vitamina B, vitamina Bz i cinka bio
veéi U odnosu na preporuke. Vitamini Bz i B2 nemaju definiran dozvoljeni najvec¢i unos, a od
ostalih mikronutrijenata jedino unos magnezija i natrija prelaze dozvoljeni najveci unos. Ono
§to je zajednicko navedenim ispitanicima jest da 106 i 117 imaju ve¢i unos natrija od
preporucenog, te 307 1 117 veci unos magnezija od preporucenog. Takoder, kod sva tri
ispitanika ocituje se nedovoljan unos vitamina A, kalcija, Zeljeza i kalija u odnosu na preporuke.
Promatraju¢i skupine s obzirom na stupanj uhranjenosti, jedina statisticki znacajna razlika bila
je u unosu natrija. Unos ostalih mikronutrijenata nije se statisti¢ki znacajno razlikovao medu

skupinama ovisno o stupnju uhranjenosti.

Dosadasnja literatura prvenstveno se fokusira na utjecaj makronutrijenata na sastav crijevne
mikrobiote i malo je dostupnih podataka o mikronutrijentima, odnosno njihovom nedostatku u
prehrani i utjecaju na crijevnu mikrobiotu. U odnosu na makronutrijente ne osiguravaju nam
energiju, medutim mikronutrijenti su vazni za metabolizam energije, stani¢ni rast i
diferencijaciju, rad nasih organa te imunolosku funkciju (Biesalski, 2016). Zanimljivi su
rezultati istrazivanja, koje su proveli Hibberd i sur. (2017), a koji su pokazali da je prehrana

liSena vitamina A podrzala rast Bacteroides vulgatus u gnotobiotskih miseva koji su bili
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kolonizirani ljudskom mikrobiotom. Literatura takoder isti¢e da je suplementacija cinkom u
zivotinjskim modelima povecala zastupljenost Gram — negativnih fakultativnih anaerobnih
bakterijskih grupa, koncentraciju kratkolan¢anih masnih kiselina u kolonu i ukupnu raznolikost
vrsta, a osim toga da je u ljudi jedan od simptoma nedostatka cinka i dijareja (Biesalski, 2016).
Nedostatak pojedinih mikronutrijenata mogao bi biti povezan s disbiozom, medutim da se to
potvrdi potrebno je provesti jo§ istrazivanja na veCem broju ispitanika i tijekom duljeg

vremenskog perioda.
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Tablica 6. Unos mikronutrijenata u ispitanika s obzirom na stupanj uhranjenosti i odstupanje od preporuka u ispitanika 307, 106 i 117.

RE
()

Preporuka 900
Svi ispitanici (n=40) 747,2
Adekvatno uhranjeni

662,32
ispitanici (n=10)
Pothranjeni ispitanici

889,2
(n=13)
Ispitanik 307 347,68
OoP? (%) -61,37
Pretili ispitanici

688,54
(n=17)
Ispitanik 106 526,89
OoP? (%) -41,46
Ispitanik 117 826,39
OoP? (%) -8,18
p* 0,460

B1 B2
(mg)  (mg)
11 11
229 252
145 183
163 168
102 09
-727  -13,64
329 357
109 117
-091  +6,36
145 16

+31,82 +45,45

0,549 0,935

Niacin

(mg)
14

21,41

19,01

19,8

10,55

-24.,64

24,07

17,98
+28,43
29,61
+111,5

0,608

B6

1,3

2,63

1,6

2,04

0,95

-26,92

3,67

1,04

-20

514
+295,38

0,348

C
(mg)
75

153,15

171,28

169,65

108,6

+44.8

129,87

104,57
+39,43
239,46

+219,28

0,373

Ca
(mg)
1000

816,88

982,11

714,39

800,59

-19,94

798,06

529,49
-47,05

910,75
-8,92

0,141

Mg
(mg)
310

236,26

214,48

259,5

507,89

+63,84

231,31

141,74

-54,28

839,36
+170,76

0,471

=}
(mg)
700

1384,7

1339,97

1288,67

1128,34

+61,19

1484,45

1524,68
+117,81
1719,02
+145,57

0,480

Fe
W)
18

15,19

12,39

13,5

15,08

-16,23

18,14

14,97
-16,83
15,97
-11,28

0,311

Zn
(mg)

571

5,29

4,86

511

-36,12

6,62

3,17
-60,37
10,6
+32,5

0,531

Cu
(mg)
0,9

1,92

0,98

1,2

0,79

-12,22

3,03

1,21
+34,44
1,84
+104,44

0,507

Na
W)
1500

3078,04

2624,66

244254

1839,23

+22,62

3830,71

5047,47
+236,50
3330,0
+122

0,050

*p<0,05 (razlika izmedu skupina s obzirom na stupanj uhranjenosti; nezavisni ANOVA test za parametrijske i Kruskal-Wallis test za neparametrijske podatke); 20oP —

Odstupanje od preporuka

50

K
(mg)
4700

3031,54

2834,97

3056,06

2576,14

-45,19

3128,41

2796,28
-40,5
3712,69
-21,01

0,772



Crijevna mikrobiota svakog pojedinca je jedinstvena i na nju utje¢u brojni ¢imbenici tijekom
cijelog zivota. U ovom istrazivanju koje se temeljilo na 40 ispitanika izdvojila su se tri kod
kojih je uocena disbioza odnosno povecana zastupljenost Escherichia coli. 1z dobivenih
rezultata nije bilo moguce pronaci zajednicku poveznicu u prehrani i uoc¢enoj disbiozi. Takoder,
zbog jedinstvenosti crijevne mikrobiote, ali i njene kompleksnosti, tesko je odrediti je li uo¢ena
disbioza u ispitanika 307, 106 i 117 posljedica jednog ¢imbenika ili sinergije vise njih. Osim
toga, vazno je istaknuti nedostatak samog istrazivanja, a to je mali broj ispitanika (n=3) kojim
se nastojala odrediti povezanost izmedu prehrane i disbioze crijevne mikrobiote. U buduc¢nosti
bi cjelokupno istrazivanje trebalo provesti na znatno ve¢em broju ispitanika i dugoro¢no pratiti
rezultate. Ono $to je takoder moglo utjecati na dobivene rezultate je i istinitost podataka koji su
prikupljeni pomocéu upitnika i trodnevnog dnevnika prehrane. Poznato je da je mogudéi
nedostatak same metode dnevnika prehrane promjena prehrambenih navika kako bi si ispitanici
olaksali vodenje dnevnika ili ostavili bolji dojam, pa je i to potrebno uzeti u obzir kao mogucéu

pogresku prilikom interpretacije rezultata.
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5. ZAKLJUCCI

U tri ispitanika, 307, 106 i 117, koji su medu ostalima sudjelovali u istrazivanju koje je za cilj
imalo utvrditi povezanost stupnja uhranjenosti sa sastavom crijevne mikrobiote, utvrdena je
dishioza crijevne mikrobiote, tj. poveéana zastupljenost reda Enterobacteriales, u odnosu na
preostale ispitanike promatrane populacijske skupine. Glavni cilj istrazivanje bio je pronaci
zajednicku poveznicu u prehrani zbog koje se kod troje navedenih ispitanika ocitovala disbioza.

Na temelju provedenog istrazivanja i analize rezultata doneseni su sljede¢i zakljucci:

1. S obzirom na nekonzistentnost rezultata prilikom analize nije pronadena zajedni¢ka
poveznica kod tri navedena ispitanika s obzirom na promatrane parametre: prehrambene
(unos makronutrijenata i prehrambenih vlakana), antropometrijske te biokemijske,
odnosno u zivotnim navikama, koja bi mogla dovesti do utvrdene dishioze crijevne
mikrobiote.

2. Biokemijski parametri koji bi potencijalno mogli rezultirati disbiozom crijevne
mikrobiote su poviseni kolesterol iz kapilarne krvi kod ispitanika 307 (promatrano u
odnosu na prosjek njegove, pothranjene skupine), istovremeno poviseni kolesterol iz
kapilarne krvi i poviSena razina glukoze u krvi kod ispitanika 106 (promatrano u odnosu
na prosjek njegove, pretile skupine). Kod ispitanika 117 vrijednosti biokemijskih
parametara su bile u skladu s preporukama pa navedeni parametri nisu mogli pridonijeti
disbiozi crijevne mikrobiote kod ovog ispitanika.

3. Ispitanici 106 i 117 nemaju razli¢ite prehrambene navike u odnosu na svoju, pretilu
skupinu koje bi potencijalno mogli utjecati na pojavu disbioze, no ispitanik 307
znacajno odstupa od svoje, pothranjene skupine s obzirom na veliki unos proteina (gkg
1 TM na dan) te bi u tome potencijalno mogli trazit razlog utvrdene disbioze crijevne
mikrobiote.

4. Promatraju¢i unos mikronutrijenata u navedenih ispitanika 106 i 117 imaju ve¢i unos
natrija od preporucenog, a 307 1 117 ve¢i unos magnezija od preporuc¢enog. Ono §to je
zajednicko kod sva tri ispitanika i moze biti jedan od potencijalnih ¢imbenika za pojavu
dishioze je nedovoljan unos vitamina A, kalcija, Zeljeza i kalija u odnosu na preporuke.

5. Crijevna mikrobiota svakog pojedinca je jedinstvena i kompleksna pa je tesko odrediti
je li disbioza posljedica jednog ¢imbenika ili sinergije vise njih.

6. S obzirom na mali broj ispitanika (n=3) u buducnosti bi sli¢na istrazivanja trebalo

temeljiti na ve¢oj populaciji i tijekom duljeg vremenskog perioda.
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