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1. UVOD

Crijevnu mikrobiotu sacinjavaju anaerobni mikroorganizmi koji za svoj rast preferiraju
okoli§ bez kisika. Takve je mikroorganizme bilo nemoguce izolirati i uspjeSno uzgojiti u
laboratorijima sve do 50-ih i 60-ih godina proslog stoljeca. Upravo zbog toga, proucavanje
mikroorganizama uzgojenih na Petrijevim zdjelicama Cesto nije davalo rezultate ili ih se trebalo
uzimati s oprezom jer nisu predstavljali istinitu prisutnost i/ili aktivnost mikroorganizama u
interakciji s drugim organizmima u njihovom prirodnom okruzenju (Goins, 2019). Medusobnu
isprepletenost mikrobne zajednice uocio je otac mikrobne ekologije Sergei Nikolaievich
Winogradsky jo§ u 19. stolje¢u rade¢i na otkrivanju reakcija ukljucenih u ciklus duSika.
Mikroorganizmi jedne vrste, zakljuc€io je, mogu osiguravati idealne uvjete za zivot drugima tako
da produkti metabolizma jednih postaju supstrati za druge mikroorganizme. Ovakav oblik
simbioze moze se pronaciposvuda u nasem tijelu, od povrSine koze do duboko u probavnom
traktu (Pariente, 2019).

Istrazivanja crijevne mikrobiote sezu dublje u povijest nego $to bi se na prvi pogled
moglo pretpostaviti. Anthonie van Leeuwenhoek otkrio je prve mikroorganizme, odnosno
animakule kako ih je sam opisao, koriste¢i se vlastitim mikroskopima iz kuéne radinosti jo§ u
17. stoljeéu 1 utabao put razvoju mikrobiologije. Koch je definirao pojam patogenosti
mikroorganizama imenujuéi ih uzro¢nicima ljudskih i Zivotinjskih bolesti (Berg i sur., 2020).
Usporedno, otkrica prisutnosti i raznolikosti mikroorganizama na ljudskom tijelu i u njemu
radala su nove ideje, a razmisljanje da su mikroorganizmi u ljudima i na ljudima tek bezazleni,
neaktivni stanovnici naseg tijela polako se po¢inje preispitivati (Farré-Maduell i Casals-Pascual,
2019).

Istrazivanje Theodora Eschericha znacajno je iz nekoliko razloga; dalo je sveobuhvatni
prikaz mikrobiote iz fecesa novorodencadi opisujuci po prvi puta bakteriju, kasnije nazvanu
Escherichia coli, prisutnu u uzorcima fecesa zdrave djece, zatim opisan je bakterijski sastav
crijeva novorodencadi 1 njena promjena od rodenja nadalje te uloga u razgradnji hrane
(Friedmann, 2014). Henry Tissier nadovezao se otkricem anaerobne kulture u fecesu
novorodencadi, $to je dovelo 1899. godine do spoznaje da najbrojnija bakterija u fecesu

novorodencadi ipak nije E. coli, nego anaerobna Bacillus bifidus communis, danas poznata kao



rod Bifidobacterium. Osim toga, opazio je i da se ovaj rod u velikim koli¢inama nalazi u fecesu
zdrave djece, no da ga je vrlo teSko pronaéi u slucaju proljeva (Milani i sur., 2017; Tanaka i
Nakayama, 2017). Godine 1868. Herman Senator objavio je da otrov Kkoji nastaje u
gastrointestinalnom traktu moze uci u krvotok i imati utjecaj na cijeli sustav, iz ¢ega je kasnije
proizasla teorija autointoksikacije (Bouchard, 2011). Istrazujuéi bakterijski antagonizam, Alfred
Nissle otkrio je tijekom Prvog svjetskog rata soj E. coli, kasnije nazvan E. coli Nissle 1917, koji
je zaustavljao rast enteropatogena uzro¢nika proljeva na Balkanu. Izolirao ga je iz crijevne
mikrobiote vojnika koji nije podlegao bolesti i patentirao kao terapiju pod nazivom Mutaflor
koja je i danas dostupna na prodaju (Sonnenborn, 2016).

U posljednjim desetlje¢ima istrazivanje mikrobiote znacajno je napredovalo u svakom
pogledu. Danas se proucavaju fenomeni translokacije bakterija i propusnih crijeva kako bi se
otkrilo jesu li samo posljedica ili ¢ak uzro¢nik oboljenja te $to je bio okida¢ za njihovo nastajanje
(Farré-Maduell i Casals-Pascual, 2019). Spoznali smo postojanje odnosa izmedu mozga i
bakterija u crijevima te otkrivamo mehanizme kojima bakterije komuniciraju s neuronima
izravno i neizravno. Fekalna transplantacija primjenjuje se kao uspje$na terapija u lije¢enju
brojnih bolesti, kao $to su infekcije 1 upalne bolesti crijeva. Razvojem ra¢unalnih programa,
metoda i mo¢i obrade podataka omogucava se sve detaljnije prouavanje metagenoma, pa Se i
danas otkrivaju novi, u laboratoriju neuzgojene sojevi mikroorganizama. Spoznaje iz ovog
podrucja, trebale bi pridonijeti razvoju personaliziranog pristupa lijeenju pojedinaca ili, jo§
pozeljnije, personaliziranom pristupu prevenciji bolesti i povecanju kvalitete zivota duboko u
starost (Pariente, 2019).

Cilj ovog istrazivanja bio je izraditi i ocijeniti upitnik prepoznatih vanjskih ¢imbenika
koji utjecu na sastav crijevne mikrobiote Sa sastavom crijevne mikrobiote ispitanika. Upitnik
pokriva pitanja 0 osnovnim i antropometrijskim podacima, zivotnom stilu i na¢inu prehrane
ispitanika. Odgovori na ova pitanja dobiveni su analizom ispunjenih upitnika i
sekvencioniranjem crijevne mikrobiote ispitanika. Rezultati ovog istraZivanja bit ¢e koristeni
kao baza podataka za raspisivanje 1 provodenje daljnjih istrazivanja na podrucju crijevne

mikrobiote i zdravlja ljudi na podru¢ju Republike Hrvatske.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LJUDSKA MIKROBIOTA

Pojam mikrobiota dolazi od grékih rije¢i pikpog koja znaci mali i frota koja znaci zivi
organizmi ekosustava ili nekog odredenog podrucja, dok pojam mikrobiom dolazi od grckih
rijei pikpog koja znaci mali i frog kojoj je dodan nastavak om, a znaci zivot. lako se smatra da
je mikrobiom skovao Joshua Lederberg 2001. godine definiraju¢i ga kao ,zajednicu
komenzalnih, simbiontskih i patogenih mikroorganizama u tijelu ili nekom drugom okolisu®,
sam pojam se spominje u radu Whipps i sur. jos 1988. godine (Goins, 2019). Potonja se definicija
smatra znatno inkluzivnijom i to¢nijom jer ukljucuje i interakcije s okoliSem, §to je vrlo vazno
kad se govori o mikroorganizmima, stoga je predlozeno da se ona i sluZzbeno upotrebljava uz
odredene nadopune. Prema Berg i sur. (2020) mikrobiom je definiran kao karakteristi¢na
mikrobna zajednica koja nastanjuje to¢no definirano staniste koje ima jasna fizikalno kemijska
svojstva. Mikrobiom ne ukljucuje samo mikroorganizme poput bakterija, virusa, arheja, funga i
protozoa, nego obuhvaca i njihovu lepezu aktivnosti $to zajedno ¢ini specificnu ekolosSku nisu.
Mikrobiom tvori dinamican i interaktivan mali ekosustav koji je sklon promjenama tijekom
vremenaiu svojoj veli€ini, a integriran je u makro-ekosustave poput eukariotskih domacina gdje
ima vaznu ulogu u njihovom funkcioniranju 1 zdravlju®. U lepezu aktivnosti ubrajaju se razni
metaboliti (signalne molekule, toksini, anorganske i organske molekule), strukturni elementi
(proteini, lipidi, nukleinske kiseline, polisaharidi), ali i fagi, virusi, izvanstani¢cna DNA (Berg i
sur., 2020).

Prosjeénog muskarca gradi oko 30 - 10*2 ljudskih stanica i 38 - 10'? bakterijskih stanica $to
¢ini omjer 1,2:1 u korist bakterija, dok je kod zena omjer 2,1:1 u korist bakterija s 21 - 102
ljudskih stanica i 44 - 10*2 bakterijskih (Sender i sur., 2016). Ovako velike brojke potaknule su
rasprave koliko su ljudi zapravo ,,ljudski* i kako redefinirati organizam ¢ija je polovica stanica
porijeklom drugi organizam. Odnos ¢ovjeka i njegove mikrobiote mnogo je vise od simbioze,
stoga je osmisljen novi, holisti¢ki pojam za njegovu definiciju — holobiont. Holobiont je
definiran kao jedinica bioloske organizacije koja se sastoji od domacina i njegove mikrobiote, a
usko je vezana uz pojam hologenoma; predstavlja ukupni genom domacina, njegovih organela i
mikrobiote (Bordenstein i Theis, 2015).



Cjelokupna ljudska mikrobiota moze se podijeliti na nekoliko manjih skupina koje su usko
vezane uz dio tijela koji nastanjuju; mikrobiotu reproduktivnog sustava, koze, o€iju, uha,
nazofaringealnog trakta, usne Supljine i gastrointestinalnog trakta (Reynoso-Garcia i sur., 2022).

Zenski reproduktivni sustav pokazuje najmanju raznolikost u vrstama mikroorganizama.
Ovdje dominira rod Lactobacillus ¢iji metaboliti mlije¢na kiselina, bakteriocini, vodikov
peroksid i reaktivne kisikove ¢estice imaju ulogu u odrzavanja optimalne pH vrijednosti manje
od 4,5 i izgradnji kemijske barijere koja sprjeCava adherenciju i kolonizaciju patogenima
(\Valenti i sur., 2018). Ovisno o porijeklu, Zene mogu imati jedan od 5 tipova mikrobiote spolnog
sustava, od Cega bjelkinje naj¢eS¢e imaju tip 1 u kojem dominiraju L. crispatus, a
afroamerikanke i latinoamerikanke imaju tip 4 gdje dominiraju rodovi Prevotella, Atopobium,
Sneathia i Gardnerella (Paola i sur., 2017).

Mikrobiota koZe pod utjecajem je razliitih karakteristika teksture koze kao §to su vlaznost,
masnoca, Zlijezde, pH koze, ali i vanjskih ¢imbenika poput svakodnevne higijene i njege,
primjene antibiotika, opeklina, odje¢e (Chaudhari i sur., 2020; Sanjar i sur., 2020; Bouslimani i
sur., 2019; Chien i sur.,, 2019). Najbrojniji rodovi bakterija su Staphylococcus,
Propionibacterium, Cornebacterium, Streptococcus, dok su od funga zastupljeni Malassezia,
Aspergillus spp., Cryptococcus spp. i Rhodotorula spp. (Jo i sur., 2017; Gupta i Kohli, 2004).

Mikrobiotom oka dominiraju rodovi Staphylococcus, Propionibacterium, Pseudomonas.
Disbioza ove mikrobiote povezana je s keratokonjuktivitisom, MALT limfomom i povi§enim
razinama Secera vezanim uz dijabetes (Suzuki i sur., 2020; Asao i sur., 2019).

Mikrobiota uha sliéna je mikrobioti koZe te njome dominiraju Corynebacterium,
Staphylococcus i Propionibacterium. Novije istrazivanje otkrilo je da je i srednje uho, koje se
prije smatralo sterilnim okruzenjem, kolonizirano bakterijama i to Proteobacteria,
Actinobacteria i Firmicutes (Jervis-Bardy i sur., 2019).

Nazofaringealni trakt dio je gornjeg diSnog sustava, a nastanjuju ga rodovi Corynebacterium,
Staphlyococcus, Alloiococcus, Haemophilis, Streptococcus, Granulicatella i Moraxella.
Promjene u sastavu i raznolikosti bakterija povezane su s pojavom astme, influence A virusa,
bronhitisa, akutne respiratorne bolesti gornjeg disnog sustava (Wen i sur., 2018; Teo i sur.,
2015).

Mikrobiota usne $upljine druga je najraznovrsnija u ljudskom tijelu, s 10** bakterija u plaku
i slini (Sender i sur., 2016). Zube, jezik, slinu, meka i tvrda tkiva nastanjuju razli¢ite vrste

bakterija (Chen i sur., 2018), a najbrojnija su bakterijska koljena Firmicutes, Bacteroidetes,



Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes, Fusobacteria te fungalni rodovi Candida,
Cladosporium, Aureobasidium, Saccharomyces, Aspergillus (Welch i sur., 2016). Ove mikrobne
zajednice igraju vaznu ulogu u razvoju bolesti poput karijesa, gingivitisa, periodontitisa i

ispadanja zubi (Dewhirst i sur., 2010).

2.2. SASTAV CRIJEVNE MIKROBIOTE

Gastrointestinalni trakt obiluje bakterijama od svog pocetka do kraja. Prema procjenama, u
zelucu, duodenumu i jejunumu se nalazi oko 107 bakterija, u ileumu se 10*, a debelo crijevo je
bakterijama najnastanjeniji dio tijela ¢ovjeka s 102 stanica (Sender i sur., 2016). Tablica 1
ukratko prikazuje najzastupljenije predstavnike mikroorganizama u sedam dijelova
gastrointestinalnog trakta. RazliCitost u zastupljenosti i brojnosti pojedinih vrsta rezultat je
razli¢ite funkcije i fizikalno-kemijskih svojstava okolisa koji vlada u pojedinom organu. Zeludac
je izrazito kisela sredina s pH izmedu 1,8 i 3,5 $to je optimalni medij za djelovanje enzima
pepsina ¢ija je uloga razgradnja proteina. Nasuprot tome, tanko crijevo je zbog luéenja zuéi i
enzima gusteraCe neutralan do blago luznati medij s pH vrijednostima izmedu 6 i 8 (Guyton i
Hall, 2011).

Mikrobiota jednjaka sli¢na je onoj iz usne Supljine, to¢nije mikrobioti koju se moZe pronaci
u slini i koja je stabilna unato¢ redovitom koriStenju paste za zube. Promjene u mikrobioti
jednjaka koreliraju sa znatnim promjenama u ekspresiji gena vezanih u tkivo jednjaka te su
povezane s razliitim bolestima poput eozinofilnog ezofagitisa, gastroezofagealne refluksne
bolesti (GERB-a) i Barrettovog jednjaka. Stoga bi u buduénosti terapija namijenjena modulaciji
mikrobiote mogla biti novi na¢in ranog otkrivanja i lije¢enja ovih oboljenja (Annavajhala i sur.,
2020).

Za 7eludac je vrlo karakteristi¢éno da ga nastanjuje, tocnije inficira, bakterija Helicobacter
pylori jos od ranog djetinjstva. Prevalencija infekcije ovom bakterijom je i dalje stabilna, u
industrijaliziranim zemljama je u opadanju zbog poboljsane higijene i aktivne eradikacije
antimikrobnim lijekovima (Kusters i sur., 2006). Naime, H. pylori opisana je kao uzro¢nik
gastritisa 1 njena je prisutnost povezana s rakom Zeluca, N0 Novija istrazivanja okrec¢u se
potencijalnim pozitivnim ucincima prisutnosti H. pylori u zelucu, poput smanjenja rizika od

razvoja celijakije, astme ili adenokarcinoma jednjaka (Lebwohl i sur., 2013; Xie i sur., 2013;



Arnold i sur., 2011).

Tablica 1. Popis najzastupljenijih predstavnika mikroorganizama u gastrointestinalnom

traktu (prema Reynoso-Garcia i sur., 2022)

Organ Gl

Rodovi mikroorganizama
trakta

jednjak | Streptococcus, Veillonella, Prevotella

Helicobacter pylori, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria,
zeludac .
Bacteroidetes

Prevotella, Stenotrophomonas, Streptococcus, Bacillus, Solibacillus,
duodenum | Pseudomonas, Lysinibacillus, Arthrobacter, Lactococcus, Escherichia coli,

Enterococci, Lactobacillus

o Escherichia coli, Enterococci, Lactobacillus, Streptococcus, Haemophilus,
jejunum _ .
Prevotella, Veillonella, Fusobacterium

. Streptococcus, Escherichia coli, Clostridium, Cetobacterium, Cupriavidus,
ileum
Enterobacteriacease

slijepo | Lachnospiraceae, Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae, Fusobacteriaceae,

crijevo | Bifidobacterium

debelo | Bacteroides, Faecalibacterium, Prevotella, Lachnospiraceae, Rikenellaceae

crijevo

Crijevna mikrobiota znatno se razlikuje proucava li se tanko i debelo crijevo ili pojedini
dijelovi tankog crijeva. Specificnosti tankog crijeva kao medija za rast bakterija su brzina
prolaska himusa, prolazak probavnih enzima i zuci te isprekidan prolazak hrane koja je supstrat
prisutnim bakterijama. Posljedica je prisutnost niske biomase bakterija niske raznolikosti, ali
visoke dinamicnosti. Takoder, od proksimalnog do distalnog dijela tankog crijeva, povecava se
omjer gram-pozitivnih naspram gram-negativnih bakterija i omjer fakultativnih anaeroba prema
obaveznim anaerobima (Hayashi i sur., 2005). Brojnost bakterija ovdje iznosi od 10” u
duodenumu do 10! u ileumu (Sender i sur., 2016). Mikrobiota tankog crijeva je, izuzev utjecaja
okoline, pod velikim utjecajem prehrambenih navika domacina te makronutrijenti koji tamo

dospijevaju oblikuju i podrzavaju rast specificnih vrsta bakterija. Metagenom bakterija tankog



crijeva bogat je genima ukljuenim u metabolizam ugljikohidrata, ukljucujuéi procese
fosfotransferaza, pentoza fosfatnog puta, fermentacije laktata i propionata, su¢imbenike biotin i
kobalamin. Iz toga se moze zakljuéiti da je glavna funkcija tankog crijeva metaboliziranje
ugljikohidrata, zbog Cega tu i prevladavaju bakterije koje iz razgraduju, poput roda
Streptococcus. Razgradnja jednostavnih ugljikohidrata dogada se jednostavno i brzo, a
omogucava opstanak bakterijskim zajednicama koje se nalaze u ovom dijelu crijeva (Zoetendal
i sur., 2012). Razgradnja i apsorpcija masnih kiselina takoder je pod utjecajem bakterija crijeva,
bez kojih je u miSevima uocena vecéa koncentracija lipida u fekalnim uzorcima (Rabot i sur.,
2010). Ovisno o tome kolika je zastupljenost masti u prehrani, razlikuje se i sastav mikrobiote.
Tako je u slu¢aju prehrane bogate mastima prisutna veca koli¢ina Clostridia, smanjena koli¢ina
Bifidobacteria i Bacteroides, odnosno mikrobiotu ¢ine bakterije koje povecavaju apsorpciju
lipida u krvotok (Martinez-Guryn i sur., 2018). Osim probave makromolekula, mikrobiota ima
ulogu i u metabolizmu nekih mikronutrijenata. Vitamin K2 (menakinon) sintetizira se
zahvaljuju¢i bakterijama iz rodova Veillonela, Bacteroides i Prevotella i porodice
Enterobacteriaceae. Vitamin B12 moze biti iskoriSten za metaboli¢ke procese nekih gram-
negativnih bakterija u crijevima i postati deficitaran za domacina jer se dovoljno molekula B12
ne moze vezati na intrinzi¢ni ¢imbenik (Rowley i Kendall, 2019).

Crvuljak se smatrao organom koji je tijekom evolucije izgubio na znacaju 1 kirurski se
uklanjao u sluéaju akutnog apendicitisa, ali i preventivno (Souza i Nugent, 2016). Medutim,
apendektomija mijenja sastav i medusobne interakcije crijevne mikrobiote. Tocnije, sastav
fungalne zajednice i njihova medusobna interakcija te interakcija s bakterijama se znatno mijenja
(Cai i sur, 2021). U sluc¢aju disbioze, prisutnost crvuljka je znacajna jer moze imati ulogu
repopulacije narusene mikrobiote (Guinane i sur., 2013).

Debelo crijevo karakterizira visoka raznolikost i gusto¢a bakterija, izostanak probavnih
enzima, nutritivno relativno siromasno okruzenje i dugo vrijeme prolaska sadrzaja (Kastl i sur.,
2020). S 10'2 bakterija, smatra se dijelom tijela s najveéim brojem bakterija (Sender i sur., 2016).
Mikrobiota debelog crijeva filogenetski je znatno raznovrsnija od mikrobiote tankog crijeva
(Hayashi i sur., 2005). Bakterije su zbog izostanka kisika anaerobne, i ve¢inom dominira rod
Bacteroidetes (James i sur., 2020). Uloge anaerobnih bakterija debelog crijeva ukljucuju od
metaboliziranja slozenih ugljikohidrata, koji neprobavljeni prolaze kroz tanko crijevo, do
kratkolan¢anih masnih kiselina koje su vazan supstrat epitela debelog crijeva (Mauerhofer i sur.,

2019). Zatim, imaju proteoliticku aktivnost; razgraduju proteine hrane, endogene proteine,



enzime i mucin na manje peptide, aminokiseline ili njihove derivate. Takoder sudjeluju u sintezi
vitamina B skupine; biotina, kobalamina, folata, nikotinske kiseline, pantotenske kiseline,

piridoksina, riboflavina i tiamina (Rowland i sur., 2018).

2.3. CIMBENICI KOJI UTJECU NA SASTAV CRIJEVNE MIKROBIOTE

Najznacajniji ¢imbenici koji utjeCu na sastav crijevne mikrobiote su bioloski; dob, rasa,
bolest (disbioza), okolis, epigenetika, genetika, i ¢imbenici zivotnog stila u koje se ubrajaju
prehrana, tjelesna aktivnost, alkohol, pusenje, stres, lijekovi (Mousa i sur., 2022). Stoga je vrlo
teSko odrediti Sto Cini zdravu mikrobiotu i moze li se ona zapravo definirati na taj nacin
(Fischbach, 2018). Temeljna mikrobiota (engl. core microbiome) bila bi ona koja je stabilna,
otporna i elasti¢na tijekom vremena i medu razli¢itim pojedincima, a to se odnosi na kapacitet
mikrobiote da se odupire narusavanju i da se vrati u pocetno stanje nakon narusavanja (Fassarella
i sur., 2021). Trenutno je zagonetno na koji naéin ispravno opisati onu mikrobiotu koja ée se
nakon naruSavanja vratiti u zdravo stabilno stanje, a primijeniti se mogu Cetiri pristupa.
Opisivanjem sastava zajednice pretpostavlja se da su za zdravlje odgovorni to¢no odredeni
taksoni bakterija, no nedostatak je Cinjenica se podaci mogu prikupiti samo na visokim
taksonomskim razinama i da je sastav 1 zastupljenost mikroba promjenjiva medu pojedincima i
tijekom vremena (David i sur., 2014a). Opisom funkcije mikrobiote fokus je stavljen na
metabolicke puteve i funkcije koje razli¢iti taksoni bakterija obavljaju u crijevima, poput
probave kompleksnih ugljikohidrata, osiguravajuci da se funkcija i dalje obavlja ¢ak i kad jedan
od taksona bakterija nestane (Gutiérrez i Garrido, 2019). Nedostatak ovog pristupa je kvaliteta i
koli¢ina podataka koja se nalazi u bazama podataka, npr. ispitanici su uglavnom Amerikanci i
Europljani (Abdill i sur., 2022). Pristupi koji su znatno manje istrazeni, a jednako vazni, su opisi
ekologije i stabilnosti mikrobnih zajednica. Stabilna mikrobiota ne znaci da je i staticna, smatra
se da je mikrobiota dinami¢na zajednica koja tijekom zivota domacdina konstantno prelazi
izmedu tri stabilna stanja; zdravom, alternativnom, nezdravom (Lozupone i sur., 2012).
Mikrobna ekologija odnosi se na zastupljenost odredenih taksona, njihove interakcije, ali i
interakcije s domac¢inom. U medusobne interakcije bakterija ubrajaju se amenzalizam,
antagonisticka koevolucija, kompeticija, komenzalizam, kooperacija, mutualizam, parazitizam
te predatorstvo (Fassarella i sur., 2021) i sasvim sigurno su dublje povezane s ljudskim

zdravljem. Medutim ne postoje opceprihvacene metode evaluacije stabilnosti i mikrobne



ekologije i to otezava istrazivanja (Li i sur., 2013; Shade i Handelsman, 2012).

2.3.1. Bioloski ¢imbenici

Mikrobiota ¢ovjeka drasti¢no se mijenja tijekom prvih nekoliko godina Zivota (Yassour i
sur., 2016), a sve zapoc¢inje nacinom rodenja. Djeca rodena vaginalno kao najznacajnije vrste
bakterija imaju Bifidobacterium i Bacteroides koje su zaduzene za probavu oligosaharida iz
maj¢inog mlijeka (Marcobal i Sonnenburg, 2012). Spomenuti se rodovi nalaze u manjim
koli¢inama u djece rodene carskim rezom i hranjene dojenackim formulama i u njih je
raznolikost bakterija opcenito niza u prve dvije godine Zivota (Jakobsson i sur., 2014). Smatra
se da slabije razvijena mikrobiota moze imati dugoro¢ne posljedice na razvoj imunoloskog i
limfnog sustava, §to vodi riziku od pojave bolesti posredovanih imunoloskim sustavom (Vatanen
i sur., 2019). U prvim mjesecima Zzivota, mikrobiota je takoder pod utjecajem koriStenja
antibiotika, prebiotika, probiotika i uvodenja krute hrane. KoriStenje antibiotika povezano je sa
smanjenom raznolikosti mikrobiote jo$ u trec¢oj godini Zivota, te se pretpostavlja da je u tom
slu¢aju razvoj imunoloskog sustava ograniCen, posebice pri prepoznavanju komenzalnih
bakterija. Takoder, djeca koja su lijeCena antibioticima imaju nestabilniju mikrobiotu od onih
koja nisu primala takve lijekove (Yassour i sur., 2016). Uvodenjem dohrane, odnosno
komplementarne prehrane, mikrobiota povecava raznovrsnost u vidu rodova 1 vrsta, sve vise
dominiraju Firmicutes i Bacteroidetes. Unutar rodova pojavljuje se sve veci broj bakterija
2016). Razvoj mikrobiote ovisno o dobi mogao bi biti vazan prediktor nutritivnih potreba
covjeka, a za primjer Se moze uzeti metabolizme vitamina B12 1 folata. Mikrobiom
novorodencadi 1 male djece bogat je genima koji sudjeluju u sintezi folata iznova, dok su kod
odraslih znatnije izrazeni geni koji metaboliziraju folat i tetrahidrofolat iz namirnica. U slu¢aju
gena povezanih s metabolizmom vitamina B12, B7 1 B1, s godinama se dogada se suprotan
proces (Yatsunenko i sur., 2012).

Vaznost snazne mikrobne zajednice u crijevima jasna je i kod starijih osoba i njihovog
zdravlja te se postavlja pitanje kakav je odnos zdravlja i dugovjecnosti s crijevnim bakterijama
— jesu li promjene u sastavu i funkciji mikrobiote posljedica starenja ili je mikrobiota uzrok
promjena vezanih uz starenje. Uoc¢eno je da se zdravo starenje moze opisati tipom mikrobiote
koja opcenito ima smanjenu raznolikost vrsta bakterija kao §to su Ruminococcaceae,

Lachnospiraceae i Bacteroidaceae, do izrazaja vise dolaze vrste koje prije nisu bile toliko
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dominantne, prisutne su bakterije povezane sa zdravljem poput Akkermansia i Bifidobacteriuma
(Lau i sur., 2021; Wilmanski i sur., 2021). Zanimljivo je i kako ukljuc¢enost starijih u drustvu
moze oblikovati sastav bakterija na na¢in da starije osobe koje su u kontaktu s ljudima u svojoj
okolini imaju veéu prisutnost bakterija vezanih uz zdravlje poput koljena Firmicutes, rodova
Coprococcus i Roseburia, dok starije osobe koje su izolirane od zajednice, npr. tijekom duzeg
boravka u bolnici, imaju mikrobiotu bogatiju rodovima Parabacteroides, Eubacterium,
Anaerotruncus, Lactonifactor, Coprobacillus (Claesson i sur., 2012). Kod zdravih ljudi u
dubokoj starosti, uocena je veca zastupljenost Akkermansia, Bifidobacterium i
Christensenellaceae (Biagi i sur., 2016).

Osim dobi, na mikrobiotu znatno utje¢u i geografske, kulturne i socio-ekonomske
karakteristike mjesta u kojem ljudi zive. Istrazivanje u koje su uklju¢ene populacije zdravih
pojedinaca svih dobnih skupina iz metropolitanskih gradova Amerike, ruralnog Malavija i
amazonskog podrucja Venezuele donijelo je zanimljive podatke. Analiza podataka pokazala je
znacajne razlike u filogenetskom sastavu mikrobiote Amerikanaca u usporedbi sa Stanovnicima
Malavija i Venezuele, dok nije pronadena znadajna razlika izmedu dva naselja unutar iste
zemlje. Fekalna mikrobiota ispitanika iz Amerike imala je najmanju raznolikost u usporedbi s
ostale dvije populacije i to je vidljivo za dobne skupine starije od tri godine (Yatsunenko i sur.,
2012). Oko 15 % mikrobiote imigranata iz Juzne Azije je izgubljeno vrlo brzo po useljenju u
SAD, iza Cega stoji promjena u nacinu prehrane, pitkoj vodi i koristenju antibiotika kao
prilagodba na novu zivotnu okolinu. Sa svakom novom generacijom imigranata koja zivi u SAD-
u, raznolikost mikrobiote sve je manja i sve je viSe nalik zapadnjackim zajednicama
mikroorganizama. Rodovi Prevotella zamijenjeni su rodovima Bacteroides, sve je manje
bakterija ¢ija je funkcija razgradnja slozenih ugljikohidrata poput celuloze, Skroba i manana, a
sve viSe onih koji razgraduju jednostavne ugljikohidrate poput saharoze (Vangay i sur., 2018).
Ova se pojava moZe opisati teorijom nestajucih mikroba, nastalom usporedujuci mikrobiote ljudi
u razvijenim zemalja zapadnog svijeta i nasih predaka te plemenima koja i danas Zive u skladu
s prirodom (Blaser, 2017).

U prijasnjem istrazivanju zakljuceno je da je nasljednost mikrobiote generalno niska jer nije
postojala znacajna razlika u sli¢nosti izmedu jednojaj€anih i dvojajcanih blizanaca te je vaZan
utjecaj izlozenosti hrani, okoliSu, doma¢im Zivotinjama i ljubimcima te vertikalnog prijenosa
unutar obitelji koja zivi u istom domacéinstvu (Turnbaugh i sur., 2009a, Turnbaugh i sur., 2009b).

Prema ,,The Dutch Micobiome Project”, oko 6,6 % taksona je nasljedno, ukljucujuci
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Proteobacteria, Phascolarctobacterium, Akkermansia muciniphila, Parabacteroides
goldsteinii, Bacteroides coprocola, Bifidobacterium longum. Zajednicko stanovanje ima puno
veéi utjecaj na sastav mikrobiote, ukljuceno je ¢ak 48,5 % taksona, te je mikrobiota ispitanika
koji Zive zajedno bila medusobno slicnija bez obzira na rodbinsku povezanost, u usporedbi s
ispitanicima koji nisu zivjeli zajedno (Gacesa i sur., 2022).

Medutim, novija istrazivanja preispituju utjecaj genetike i nasljedivanja na mikrobnu
zajednicu jer je do odredene mjere moguce predvidjeti etnicku pripadnost pojedinca s obzirom
na ukupne razlike u mikrobioti te je opisano dvanaest taksona bakterija ¢ija je zastupljenost u

zajednici povezana s odredenom etnickom skupinom i vecina njih se pokazala nasljednom

(Brooks i sur., 2018).

2.3.2. Cimbenici Zivotnog stila

Nutrijenti mogu utjecati na mikrobiotu direktnim i indirektnim putevima promovirajuci i
inhibiraju¢i rast pojedinih bakterija ili djelovanjem na imunoloSki sustav i metabolizam
domacina (Zmora i sur., 2019). Crijevna mikrobiota je osjetljiva na brojne prehrambene
intervencije. Prehrana koja se sastoji samo od namirnica zivotinjskog porijekla favorizirat ¢e rast
bakterijskih rodova koji dobro podnose Zu¢ne soli, poput Alistipes, Bilophila, Bacteroides, a
smanjit ¢e se zastupljenost pripadnika koljena Firmicutes (Roseburia, Eubacterium rectale,
Ruminococcus bromi) koji metaboliziraju biljne polisaharide (David i sur., 2014b). Tipi¢na
americ¢ka prehrana bogata je proteinima, dok se prehrana u Malaviju i Venezueli zasniva na
kukuruzu i kasavi i bogata je ugljikohidratima. Ove se razlike o€itavaju u mikrobiomu na nacin
da su u mikrobiomu stanovnika Malavija i Venezuele izrazeni geni za glutamat sintazu i alfa
amilazu, koji su izrazeni i u mikrobiomu sisavaca biljojeda, a u mikrobiomu Amerikanaca geni
za razgradnju glutamina i jednostavnih Secera, kao i kod mikrobioma sisavaca mesojeda
(Yatsunenko i sur., 2012). Veca raznolikost bakterija, a time i vece bogatstvo gena mikrobiote,
pozitivno korelira s unosom voca, povréa i ribe (Cotillard i sur., 2013). Malnutricija, odnosno
manjak nutrijenata takoder ima velik utjecaj na sastav mikrobiote 1 razvoj organizma; miSevi
kojima je transplantirana mikrobiota zakrZljale djece iz Malavija razvili su sli¢na oStecenja u
raznim organima (Smith i sur., 2013).

Fermentacija vlakana jedna je od glavnih funkcija crijevne mikrobiote, a nastajuci
metaboliti - kratkolan¢ane masne kiseline imaju brojne pozitivne uéinke na organizam; kao

signalne molekule inhibiraju histon diacetilazu i ligandi su receptorima G proteina (Koh i sur.,
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2016), preveniraju povecanje tjelesne mase (Chambers i sur., 2015) i popravljaju toleranciju
glukoze (Cantarel i sur., 2012), odrzavaju homeostazu imunoloskog sustava u crijevima i §tite
od upale i karcinogeneze (Singh i sur., 2014; Maslowski i sur., 2009). Prehrana kojoj manjka
vlakana, $to je slucaj u zapadnjackom tipu prehrane, potice rast koljena Firmicutes, a smanjenje
Bacteroidetes (Turnbaugh i sur., 2009b). IstraZivanje na gnotobiotickim miSevima pokazalo je
da je prelazak s prehrane bogate vlaknima na prehranu siromasnu vlaknima dovelo do znatnih
promjena u sastavu mikrobiote (Desai i sur., 2016); bakterije koje razgraduju sluz po¢inju se
gomilati, a smanjuje se koli¢ina bakterija koje probavljaju vlakna, dolazi do veée razgradnje
glikana iz sluzi crijeva domacina $to naruSava integritet crijevne barijere (Sonnenburg i sur.,
2005). Suplementacija vlaknima moze dovesti do promjene u mikrobioti u vremenu od jednog
dana pa sve do vise od dvanaest tjedana, pokazujuéi veliku individualnost mikrobiote (David i
sur., 2014b Lappi i sur., 2013). Suprotno tome, promjena prehrane s dominantno biljnim
porijeklom na dominantno zivotinjsko porijeklo pokazala je veliku promjenu sastava i funkcije
mikrobiote i u ljudima i u miSevima (David i sur., 2014b; Turnbaugh i sur., 2009Db).

Restrikcija kalorijskog unosa kratkoro¢no smanjuje zastupljenost bakterija koje stvaraju
butirat, dugoro¢no se smanjuje zastupljenost roda Blautia, a povecava Bacteroides (Santacruz i
sur., 2009). Mikrobiota takoder igra ulogu u povecanju tjelesne masne uslijed opetovanog
ciklusa gubitka i dobivanja na tjelesnoj masi na restrikcijskim dijetama (Chatelier i sur., 2013).
Zanimljivo je istraZivanje s plemenom Hadza iz Tanzanije kod kojeg je uocena sezonska
promjena u sastavu mikrobiote koja reflektira promjenu u dostupnosti namirnica u suhoj ili
vlaznoj sezoni, $to nije uoceno kod populacije iz industrijaliziranih gradova koji imaju 1 nisku
zastupljenost tih bakterijskih taksona (Smits i sur., 2017).

Istrazivanja vezana uz masne kiseline na ljudima i zivotinjama pokazuju opreéne rezultate.
Po trenutno dostupnoj literaturi, moze se re¢i da zasi¢ene masne kiseline oblikuju mikrobiotu
promovirajuci Stetno djelovanje na metabolizam kratkolan¢anih masnih kiselina i stvarajucéi rizik
od metabolickog sindroma, kolitisa ili autoimunih bolesti sredisnjeg ziv¢anog sustava. Ono $to
je nepoznanica jest koji je mehanizam kojim se utjeCe na razine kratkolanc¢anih masnih kiselina
te kako tip masne kiseline u prehrani zajedno s nekim drugim ¢imbenicima djeluje na mikrobiotu
(Zmora i sur., 2019).

Crveno i preradeno meso povezuje se s povecanim rizikom od razvoja kardiovaskularnih
bolesti zbog trimetilamina, metabolita koji nastaje razgradnjom L-karnitina djelovanjem roda
Prevotella (Koeth i sur., 2013; Siri-Tarino i sur., 2010), i raka debelog crijeva zbog sadrzaja
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heterociklickih amina tijekom prerade mesa (Bouvard i sur., 2015; Butler i sur., 2003).
Trimetilamin se prevodi u trimetilaminoksid, spoj koji je povezan s razvojem ateroskleroze,
hiperaktivnoséu trombocita i trombozom (Zhu i sur., 2016). Djelovanje heterocikli¢ckih amina
moze biti umanjeno kad ih razgrade bakterije koje stvaraju mlije¢nu kiselinu (npr.
Lactobacillus). Prehrana bogata hem Zeljezom promovira rast bakterija koje razgraduju sluz
crijevnog epitela (ljssennagger i sur., 2015), a dodatno se oStecuje djelovanjem N-nitrozo
spojeva koji nastaju metabolizmom crijevne mikrobiote (Hullar i sur., 2014).

Ne smije se zaboraviti djelovanje prehrambenih aditiva i bioaktivnih spojeva iz biljaka.
Mikronutrijenti poput Zeljeza, magnezija, cinka, selena, nitrita i nitrata, vitamina A i D te
flavonoida mogu utjecati na sastav mikrobiote (Zmora i sur., 2019). Mnoge patogene bakterije
uspje$no se koriste zeljezom u svom metabolizmu pa bi prehrana bogata Zeljezom ili
suplementacija mogla promovirati rast patogena (Dostal i sur., 2012). Zanimljiva skupina
prehrambenih aditiva su umjetna sladila, poput saharina, sukraloze, aspartama, ciklamata,
acesulfama-K, ¢ija je uloga zamjena kalori¢nih zasladivaca (Secera, meda) u prehrambenim
proizvodima. Opre¢ni rezultati dobiveni su u istrazivanjima gubitka tjelesne mase na ljudima i
glodavcima, te bi razlog tome mogla biti specifi¢nost sastava mikrobiote ispitanika te nacina na
koji pojedine bakterije metaboliziraju umjetna sladila — i posljedi¢éno mozda i poti¢u veéu
apsorpciju nutrijenata i energije iz hrane (Palmnés i sur., 2014; Suez i sur., 2014). Fitokemikalije
imaju povoljan uc¢inak na zdravlje u interakciji s bakterijama. Suplementacija polifenolima iz
grozda 1 brusnica rezultirala je smanjenjem upalnog i obesogenog ucinka visokomasne prehrane
u miSeva, a sli¢nih je primjera jo§ mnostvo (Anhé i sur., 2015; Roopchand i sur., 2015).

Mikrobiota tjelesno aktivnih pojedinaca je raznovrsnija i ima vecu zastupljenost bakterija
koje su vezane uz zdravlje; Faecalibacterium. prausnitzii, Roseburia hominis, Akkermansia
muciniphila (Bressa i sur., 2017). Kardiorespiratorno zdravlje povezano je s vefom
zastupljenoscu koljena Firmicutes (Durk i sur., 2019), a promjena u mikrobioti kod osoba koje
vjezbaju nastaje veCom prisutnos¢u bakterija koje proizvode pozeljne kratkolan¢ane masne
kiseline poput Faecalibacterium i Lachnospiraceae (Allen i sur., 2018).

Nasuprot tome, puSenje, ¢ak i elektronickih cigareta, mijenja oralnu i crijevnu mikrobiotu
stvarajuci zajednice koje domacina izlazu infekcijama i upalnim bolestima (Chopyk i sur., 2021,
Lee i sur., 2018). U ovom sluéaju prevladavaju bakterije roda Bacteroides, a smanjena je
zastupljenost koljena Firmicutes i Proteobacteria, iako se prisutnost Firmicutes moze obnoviti

prestankom pusenja, ali tek djelomi¢no (Shanahan i sur., 2018).
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Izlozenost druStvenom stresu, koji proizlazi iz drustvenog okruzenja pojedinca i smatra se
najjacim stresorom (\WWood i Bhatnagar, 2015), smanjuje zastupljenost bakterija s protuupalnim
djelovanjem poput rodova Bacteroides. Posljedi¢no dolazi do smanjenja pozeljnih metabolita
kao Sto su kratkolancane masne kiseline i povecanja upalnih procesa u organizmu te podloznosti
bolestima i njihovim tezim posljedicama (Maltz i sur., 2019; Maltz i sur., 2018). Stres moze
utjecati na sastav mikrobne zajednice jo§ od najranijih dana. Kod novorodencadi koja je bila
izloZena poviSenim maj¢inim razinama kortizola tijekom trudnoce zabiljeZene su promjene u
sastavu i kolonizaciji mikrobiote, Sto ih je kasnije izlozilo ve¢em riziku od razvoja
gastrointestinalnih simptoma i alergijskih reakcija (Zijlmans i sur., 2015).

Primjena antibiotika Cesto je neizbjezan korak u zaustavljanju oboljenja, ali osim
uniStavanja patogena njihova upotreba utjece i na mikrobiotu crijeva koju se Zeli sacuvati, a
promjene mogu biti vidljive i do godinu dana (Konstantinidis i sur., 2020). Posljedice primjene
antibiotika ¢ine se individualnima; razli¢ito je vrijeme oporavka mikrobiote nakon njihove
primjene u stanje prije upotrebe te oporavak moze biti nepotpun. Zanimljivo je dodati da je u
slu¢aju opetovanog naruSavanja sastava mikrobiote primjenom druge doze antibiotika zajednica

trajno izmijenjena te se nije oporavila na pocetni sastav mikroba (Dethlefsen i Relman, 2011).

2.4. DISBIOZA

Disbioza se moze definirati kao ,,promjena u relativnom bogatstvu mikrobnih taksona u
usporedbi s bogatstvom mikrobnih taksona u zdravih pojedinaca“ (Spor i sur., 2011).

Bolesti 1 stanja koja se povezuju s disbiozom crijevne mikrobiote su pretilost, metabolicki
sindrom, nealkoholni steatohepatitis, upalne bolesti crijeva (Crohnova bolest, ulcerozni kolitis),
sindrom iritabilnog crijeva, ateroskleroza, dijabetes tipa 1, dijabetes tipa 2, hipertenzija, autizam,
alergije, astma, celijakija, anksioznost, depresija, bipolarni poremecaj. U tablici 2 nalazi se

prikaz uocenih promjena u sastavu mikrobiote kod nekih od navedenih oboljenja.
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Tablica 2. Popis promjena u bakterijskim vrstama koje su uocene za pojedine bolesti

(prema Mousa i sur., 2022; Spor i sur., 2011)

Bolest

Promjena u
sastavu

mikrobiote

Rod bakterija

Hipertenzija

Povecanje

Prevotella, Bacteroides, Faecalibacterium

Smanjenje

Alzheimerova

bolest

Povecanje

Basidiomycota, Sclerotiniaeae, Phaffomyceteceae,
Trichocomaceae, Cystofilobasidiaceae, Togniniaceae,
rodovi Botrytis, Kazachstania, Phaeoacremonium,

Cladosporium

Smanjenje

Ascomycota, Cladosporiaceae, Meyerozyma

Demencija

Povecanje

Lactobacillales, Bifidobacterium

Smanjenje

Bacteroides

Pretilost

Povecanje

Firmicutes

Smanjenje

Bacteroidetes: Flavobacteriaceae, Prphyromonadaceae,

Sphingobacteriaceae

Depresija

Povecanje

Alistipes, Flavonifractor, Butyricimonas, Clostridium
XIVb, Phascolarctobacterium, Bacteroidetes, and

Proteobacteria

Smanjenje

Faecalibacterium, Blautia and Eubacterium

Autizam

Povecanje

Eisenbergiella, Klebsiella, Faecalibacterium, Blautia,

Lactobacillus Enterobacter, Bacteroides

Smanjenje

Faecalibacterium, Bifidobacteria, Escherichia, Shigella,
Veillonella, Akkermansia, Provindencia, Dialister,
Bifidobacterium, Streptococcus, Ruminococcaceae
UCG_002, Megasphaera, Eubacterium_coprostanol,

Citrobacter, Ruminiclostridium_5, Ruminiclostridium_6

Dijabetes tip 2

Povecanje

Bacteroidetes, Verrucomicorbia, Proteobacteria

Smanjenje

Firmicutes
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2.5.1. Pretilost

Mikrobiota pretilih osoba razlikuje se od mikrobiote osoba normalne tjelesne mase tako §to
sadrzi manje tipova bakterija i razlikuje se u zastupljenosti pojedinih taksona te posljedi¢no i
njihovih gena vezanih uz energetski metabolizam. Tu se prvenstveno misli na Firmicutes i
Bacteroidetes, ¢iji je omjer znatno veci kod pretilosti (Turnbaugh i sur., 2006). Bacteroidetes su
zastupljeno oko 50 % manje nego u zdravih pojedinaca, dok je zastupljenost Firmicutes za toliko
povecéana (Ley i sur., 2005). Samo na temelju analize mikrobiote, osobe se mogu klasificirati u
pretile ili normalne tjelesne mase (Knights i sur., 2011). Istrazivanja na gnotobiotickim
miSevima potvrdila su postojanje specificne mikrobiote u pretilih; oni miSevi kojima je
transplantirana mikrobiota pretilih miSeva znatno su brze dobivali na tjelesnoj masi nego oni
kojima je transplantirana mikrobiota miSeva normalne tjelesne mase (Turnbaugh i sur., 2006).
Osim toga, povecana zastupljenost porodica Ruminococcaceae i Rikenellaceae uocena je u
pretilim miSevima koji su rezistentni na leptin, molekulu koja promovira sitost (Kim i sur.,
2012). Mikrobiota pretilih ima veci kapacitet za razgradnju hrane i dobivanje energije iz nje i ta

se karakteristika moze mikrobiotom prenijeti na drugi organizam, pa se moze zakljuciti da

postoji veza izmedu sastava mikrobiote i patofiziologije pretilosti (Turnbaugh i sur., 2006).

2.5.2. Upalne bolesti crijeva

U upalne bolesti crijeva ubrajaju se ulcerozni kolitis i Crohnova bolest koje su kroni¢ne i s
Cestim relapsima. Kod ulceroznog kolitisa zabiljezena je smanjena zastupljenost bakterija koje
proizvode butirat poput Roseburia hominis i Faecalibacterium prausnitzii (Machiels i sur.,
2014), dok je kod Crohnove bolesti opéenito smanjena raznolikost vrsta mikroba i smanjena je
zastupljenost Faecalibacterium prausnitzii, Dialister invisus i Bifidobacterium adolescentis, a
povecana je zastupljenost Ruminococcus gnavus (Joossens i sur., 2011). Disbioza mikrobiote
pridonosi pogorSanju simptoma, ali ne moze se utvrditi uzro¢no-posljedicna veza s
patofiziologijom oboljenja (Rinninella i sur., 2019). Sukladno tome, primjena probiotika, npr.

Faecalibacterium prausnitzii, pokazala je smanjenje jacine simptoma (Sokol i sur., 2008).

2.5.3. Dijabetes
Oboljeli od dijabetesa imaju promijenjeni sastav mikrobiote, no nije jasno je li ta promjena
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jedan od uzroka ili samo posljedica (Walsh i sur., 2014). Poviseni omjeri Bacteroidetes naspram
Firmicutes, Bacteroides naspram Prevotella, i Betaproteobacteria je znatno povisen i pozitivno
korelira s glukozom u plazmi (Larsen i sur., 2010). Takoder je zabiljeZena smanjena
zastupljenost bakterija koje proizvode butirat poput Roseburia spp. (Wang i sur., 2012).
Transplantacija mikrobiote zdravih pojedinaca normalne tjelesne mase pretilim pacijentima
dovela je do poboljsanja inzulinske osjetljivosti (Vrieze i sur., 2012). Neprobavljiva vlakna
dovela su do klini¢ki znacajnih poboljSanja metabolizma i povecanja zastupljenosti bakterija

koje proizvode kratkolan¢ane masne kiseline u pacijenata s dijabetesom tipa 2 (Zhao i sur.,

2009).

2.5. CRIJEVNA MIKROBIOTA KAO BIOMARKER ZDRAVLJA

Crijevna mikrobiota ima potencijal biti dio standardnih dijagnostickih postupaka u procesu
lije¢enja. Stovise, ona je bitan segment medicinskog kartona buduénosti, koji bi takoder
sadrzavao podatke o genomu, krvnoj slici, transkriptomu, ¢imbenicima zivotnog stila poput
tjelesne aktivnosti, tjelovjezbe, spavanja i izlozenosti stresu. Na taj bi se nacin definiralo
zdravstveno stanje pojedinca u vidu P4 medicine. P4 medicina je vizija Leroya Hooda i drugih
o medicini koja je prediktivna, preventivna, personalizirana i participativna (Flores i sur., 2013),
odnosno nastoji analizirati rizike i predvidjeti razvoj bolesti, ponuditi preventivne korake i
ponasanja koja pojedinac moze usvojiti, uzima u obzir pojedina¢ne razlike ljudi na razini
njihovog metabolizma te nastoji ukljuciti pojedinca u aktivno pracenje vlastitog zdravlja i bolesti
1 sudjelovanje u kreiranju lijecenja.

Na trzi$tu su veé dostupni testovi za crijevnu mikrobiotu, kao §to su KALLA Microbiome
Test i VIOME Gut Intelligence Test: Cijene testova kre¢u se u rasponu od 150 do 200 eura, a
funkcija im je odrediti sastav mikrobiote te ga povezati s mogué¢im negativnim nuspojavama i
personalizirati prehranu pojedinca za optimalno zdravlje (Anonymous 1, Anonymous 2).

Rezultati analize mikrobiote mogli bi biti komplementaran biomarker prilikom
dijagnosticiranja mnogih oboljenja, a u skladu s trenutnim saznanjima o povezanosti sastava
crijevne mikrobiote i bolesti (tablica 2), jo§ se mogu izdvojiti:

- omjer koljena Firmicutes i Bacteroidetes moze indicirati homeostazu ili disbiozu tako da

je poviSeni omjer povezan s pretilosti, a snizeni s upalnim bolestima crijeva. Osobe
normalne tjelesne mase u istrazivanjima su ostvarila omjer do 1, dok su osobe s

prekomjernom tjelesnom masom i pretilosti ostvarile omjer veci od 1 (Stojanov i sur.,
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2020). Vazno je spomenuti da je ovaj omjer pod utjecajem dobi pojedinca i ne bi se
trebao primjenjivati kod djece i starijih osoba (Mariat i sur., 2009).

omjer rodova Prevotella i Bacteroides (P/B) moze se upotrebljavati kao indikator nacina
prehrane te ¢e omjer biti ve¢i u slucaju prehrane bogate povréem i vlaknima (npr.
vegetarijanci, vegani, mediteranski nacin prehrane), a manji u slu¢aju prehrane bogate
mastima, proteinima i jednostavnim Se¢erima (zapadnjacki tip prehrane) (Gorvitovskaia
i sur., 2016). Takoder, uoceno je da su pojedinci s visokim omjerom P/B podlozniji
gubitku tjelesne mase i masnog tkiva na prehrani bogatoj vlaknima u usporedbi s
pojedincima koji imaju nizak omjer P/B (Hjorth i sur., 2019).

alfa raznolikost predstavlja raznolikost vrsta u uzorku i ¢ini ju broj razli¢itih vrsta u
zajednici i zastupljenost svake vrste u zajednici te je veca alfa raznolikost pozeljna
(Simpson i sur., 2020).

beta raznolikost izrazava sli¢nost izmedu razli¢itih uzoraka. Veca beta raznolikost znaci
manju sli¢nost u bakterijskom sastavu izmedu uzoraka (Simpson i sur., 2021). Kod Zena
oboljelih od sindroma policisti¢nih jajnika (engl. PCOS) uocene su smanjena alfa i beta
raznolikost crijevne mikrobiote u usporedbi sa Zenama koje nemaju PCOS (Gu i sur.,
2022).

rod Alistipes ¢ini 13 razlicitih vrsta, a u istrazivanjima je uo¢eno kako prisutnost bakterija
iz ovog roda ima zastitni u¢inak od fibroze jetre, kardiovaskularne bolesti, kolitisa, a
ulogu u patogenezi nekih mentalnih bolesti, raka debelog crijeva (Parker i sur., 2020).
rod Blautia je obrnuto povezan s nakupljanjem visceralnog masnog tkiva u odraslih
osoba (Ozato i sur., 2019).

rod Prevotella u istrazivanjima je povezan s prehranom koja se temelji na namirnicama
biljnog porijekla (Tomova i sur., 2019).

prehrana bogata Zivotinjskim proteinima, odnosno zapadnjacki nacin prehrane bogat
mastima i proteinima, povecava Bacteroides spp., Alistipes spp., Bilophila spp., a
smanjuje Lactobacillus spp. i Roseburia spp. (Beam i sur., 2021).

mediteranski nacin prehrane povezan je s povecanjem Prevotella i omjera P/B,
Firmicutes (Filippis i sur., 2016), a misevi hranjeni po nacelima mediteranske prehrane
imali su znatno vecu raznolikost mikrobiote od miSeva hranjenith po nacelima

zapadnjacke prehrane (Nagpal i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ODABIR ISPITANIKA

Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta Pilot projekt crijevna mikrobiota radno-aktivne
populacije RH od studenog 2021. do studenog 2022. godine na Institutu za antropologiju i
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, a odobreno je od strane Etickog
povjerenstva Instituta za antropologiju. Odabir ispitanika odvijao se putem osobnih poznanstava
i druStvenih mreza istrazivaca ukljucenih u projekt. Kriteriji za uklju¢ivanje ispitanika u
istrazivanje bili su sljedeci:

- dob od 20 do 60 godina;
- bez kroni¢nih bolesti (npr. dijabetes, upalne bolesti crijeva, i sl.);

- antibiotik nije upotrebljavan u zadnja 3 mjeseca.

U istrazivanje je ukljuceno 58 ispitanika, od toga 34 Zene i 24 muskaraca. Ispitanici su
detaljno informirani o ciljevima i metodologiji projekta i nacinu na koji ¢e se njihovi podaci

upotrebljavati te su potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

3.2. METODE KORISTENE ZA PRIKUPLJANJE PODATAKA

Za ovo istrazivanje vazni su bili podaci o prehrambenim 1 Zivotnim navikama ispitanika te
bioloski uzorak stolice za analizu sastava crijevne mikrobiote. Kako bi se prikupili bioloski
uzorci, ispitanicima su podijeljene posudice za uzorak stolice, a svaka od njih bila je Sifrirana
kako bi se omogucila anonimnost. Ispitanici su dobili uputu da nakon prikupljanja bioloskog
uzorka ispune upitnik. Uzorak je bilo vazno zamrznuti odmah kako bi se ouvao $to vjerniji
izvorni sastav mikrobiote 1 sprijecilo prerastanje aecrobnih mikroorganizama. Takoder, budu¢i
da sastav mikrobiote i tip stolice ovise o prehrani, upitnik se trebao ispuniti na dan uzorkovanja.

Upitnik je sastavljen proucavanjem literature na temu sastava crijevne mikrobiote i razli¢itih
prehrambenih navika, zivotnog stila, i zdravstvenih stanja. Osim osam op¢ih i socio-ekonomskih
pitanja, sadrzi 15 pitanja 0 zivotnom stilu i zdravstvenom stanju (tjelesna aktivnost, navike
spavanja, i sli¢no), a kao dijeteticke metode upotrijebljeno je 36 pitanja o ucestalosti

konzumacije odredenih skupina namirnica te 24-satno prisjecanje. Ispitanici su 24-satno
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prisje¢anje provodili sami u obliku vodenih pitanja, a koli¢inu konzumirane hrane procjenjivali
su priborom (npr. Zlice, tanjuri, $alice, zdjelice) ili brojem komada namirnica (npr. kriska kruha,
jedno jaje). Upitnik je ispunjavan na mrezi i kori$tena je platforma Google Forms. Ispis upitnika

dostupan je kao prilog ovog rada.

Uzorci stolica ispitanika ¢uvani su u zamrzivacu na -80 °C. Za izolaciju DNA uzorke je bilo
potrebno otopiti i homogenizirati. Sekvenciranje DNA odvijalo se paired-end metodom na
uredaju Ilumina MiSeq. Regije V3 i V4 16S rRNA gena umnoZene su metodom lancane reakcije
polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) u 30 ciklusa pomoc¢u pocetnica 341F (5-
CCTAYGGGRBGCASCAG-3) 1 806R (5-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3). Uspjesnost
umnazanja i veli¢ina bandova provjerena je na 2 %-tnom agarnom gelu. Uzorci su procis¢eni
pomocu kuglica Ampure XP i koriSteni za pripremu DNA knjiznice pomocu protokola Nextera
DNA Library Prep (Illumina, 2016). Rezultati sekvencioniranja zapisani su u FASTQ formatu

koji se dalje mogu Citati i analizirati u programu QIIME 2.

3.3. OBRADA PODATAKA

QIIME 2 (engl. quantitative insights into microbial ecology) je softver otvorenog koda kojim
se podaci nakon sekvencioniranja mogu analizirati, vizualizirati i interpretirati (Caporaso i sur.,
2010). Za instalaciju i optimizaciju programa bilo je potrebno paZzljivo pratiti upute dostupne na

internetskoj stranici http://giime.org/install/index.html. Kao osnova za provodenje analize

koristen je Moving pictures protokol dostupan na sluzbenoj stranici QIIME 2 platforme. FASTQ
datoteke su ucitane u program i provucene kroz paket DADA 2 koji sluZi za ispravljanje
pogresaka nastalih tijekom sekvencioniranja Illuminom. Rad u QIIME-u omogudio je
odredivanje taksonomske klasifikacije te alfa i beta raznolikosti. Kao metrika za mjerenje alfa
raznolikosti koristeni su opazeni OTU (engl. operational taxonomic units) i Faithova
filogenetska raznolikost (engl. Faith's Phylogenetic Diversity) koje prikazuju procijenjeni broj
bakterijskih vrsta, odnosno filogenetsku raznolikost pojedinog uzorka. Beta raznolikost opisana
je filogenetskom udaljenos¢u pomoéu UniFrac (engl. unique fraction metric, UniFrac) tezinske

i netezinske metrike.
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Statisticka obrada podataka odradena je u programu MS Excel te QIIME. Za obranu op¢ih
podataka ispitanika koriSten je Studentov T-test za male nezavisne uzorke. Za analizu omjera
F/B korisStena je jednofaktorska ANOVA. Alfa raznolikost analizirana je Kruskal-Wallisovim H
testom, a beta raznolikost testom PERMANOVA. Razina znac¢ajnosti za sve testove je iznosila
p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu istrazila se poveznica izmedu opc¢ih 1 antropometrijskih podataka te zivotnih
navika dobivenih iz upitnika sa sastavom crijevne mikrobiote u dobnim skupinama koje
pripadaju radno-aktivnom stanovnistvu Republike Hrvatske. Op¢i podaci ukljucivali su pitanja
o dobi, spolu, bra¢nom statusu, obrazovanju, nac¢inu rodenja, tjelesnoj aktivnosti, vrsti tjelesne
aktivnosti, pusenju, nacinu prehrane, ucCestalosti stolice, tipu stolice, koli¢ini sna, nadutosti,
uzimanju lijekova, a antropometrijska o tjelesnoj masi i tjelesnoj visini. Prikupljeni su i podaci
0 prehrambenim navikama ispitanika kroz 24-satno prisje¢anje i pitanjima o broju obroka,
najc¢es¢im obrocima, alergijama, uzimanju dodataka prehrani, ucestalosti konzumacije tocno
odredenih namirnica i sli¢éno. Ove su podaci korelirani sa sastavom mikrobiote analiziranom iz

uzoraka stolice.

Rezultati su podijeljeni u dva dijela radi lakSeg razumijevanja. U prvom dijelu prikazani su
op¢i 1 antropometrijski podaci ispitanika u obliku 1 tablice i 4 slike. U drugom dijelu prikazani
su podaci dobiveni analizom sastava crijevne mikrobiote ispitanika u obliku 13 slika, odnosno
prikaz taksonomske klasifikacije, alfa i beta raznolikosti za razliCite Zivotne ¢imbenike

ispitanika te analize znacajnosti.

Taksonomska klasifikacija bakterija u uzorcima stolice ispitanika prikazana je pomocu
stupCastog dijagrama na kojem se na x-0si nalaze uzorci, a na y-osi relativna frekvencija. Svaki
stupac razli¢itim bojama prikazuje udjele pojedinih taksonomskih kategorija u testiranom
uzorku, pri ¢emu taksonomska kategorija ,,d* oznaava domenu, ,,p* koljeno, ,,c* razred, ,,0*
red, ,,f* porodicu, ,,g*“ rod, a ,,s* vrstu. Kao metrika za mjerenje alfa raznolikosti koriSten je broj
opazenih OTU koji procjenjuje broj vrsta u uzorku, a prikazuje se rarefakcijskom krivuljom -
tako da se na y-osi nalazi broj opazenih OTU, a na x-0si nalazi dubina sekvencioniranja koja
odreduje broj slucajno izuzetih sekvenci iz uzorka na koji se onda procjenjuje broj vrsta. Beta
raznolikost je graficki prikazana metodom PCoA (engl. principal coordinates analysis) u kojoj
su uzorci prikazani kao to¢ke u trodimenzionalnom prostoru ¢ija je medusobna udaljenost
obrnuto proporcionalna njihovoj sli¢nosti; Sto su tocke medusobno udaljenije, to su manje slicne

jedna drugoj i obrnuto.
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4.1. OPCI PODACI O ISPITANICIMA

U istrazivanju je sudjelovalo 58 ispitanika, od ¢ega je 59 % bilo Zena, a 41 % muskaraca.
Dobna raspodjela ispitanika vidljiva je na slici 1. NajviSe ih pripada skupini od 30 do 39 godina
(34 %), slijedi skupina od 40 do 49 godina (31 %), zatim 18 do 25 godina (26 %), a najmanje
od 50 do 59 godina (9 %).

Dob ispitanika

9%

m18-29 =30-39 =40-49 =50-59

Slika 1. Grafic¢ki prikaz raspodjele ispitanika po dobnih skupinama

Sto se ti¢e bracnog statusa, 38 % ispitanika se izjasnilo da je oZzenjeno/udano, 34 % slobodno,
24 % 7ivi u izvanbra¢noj zajednici. Jedna osoba se izjasnila kao rastavljen/a i jedna osoba nije
zeljela odgovoriti. 47 % ispitanika ima zavrSen diplomski studij, 29 % doktorski studij, 14 %
preddiplomski studij, a ostatak ispitanika zavrsilo je visu skolu (3 %) ili srednju Skolu (7 %).
Vecéina ispitanika rodena je vaginalnim porodom (90 %), dok je 7 % rodeno carskim rezom, a 3
% ne zna na koji nacin je rodeno. Sa slike 2 vidljivo je da se 71 % ispitanika izjasnilo kao
nepusaci, 21 % kao pusaci, o ostatak se izjasnio kao bivsi pusaci (8 %). Za izracun indeksa
tjelesne mase ispitanici su podijeljeni u skupine s obzirom na dob i spol prema tablici 3. Vidljiva
je statisti¢ki znacajna razlika izmedu muskaraca i Zena u dobnim skupinama od 30 do 39 te od
40 do 49 godina, pri ¢emu zene imaju nizi indeks tjelesne mase od muskaraca. U dobnim
skupinama od 18 do 29 1 od 50 do 59 godina nije uocena statisticki znacajna razlika u indeksu

tjelesne mase izmedu muskaraca i Zena.
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Tablica 3. Prosje¢ni indeks tjelesne mase (izrazen u kg/m?) ispitanika s obzirom na dob i

spol
dob Spol |ITM (kg/m?) X+SD | p*

Muski 24,33+4,62

18-29 | _ 0,4633
Zenski 21,99+2 .99
Muski 25,92+3,16

30-39 0,0233
Zenski 21,46%8,00
Muski 27,93+291

40-49 | 0,0006
Zenski 20,31+3,64
Muski 27,91+0,63

50 - 59 0,9241
zenski 27,60+5,01

*p<0,05 smatra se statisti¢ki znac¢ajno

Ispitanici su se ve¢inom izjasnili kao svejedi (81 %), a zatim vegani (10 %) i vegetarijanci

(4 %). Njih 3 % nalazi se na prehrani za posebne potrebe, a 2 % ispitanika konzumira mesnu

prehranu s izrazito malo povréa i bez voca, vidljivo na slici 3. 46 % ispitanika uobicajeno ima

tip stolice 3, dok 36 % imatip 4, 9 % imatip 2 i 5 % ima tip stolice 5, §to se vidi na slici 4. Nije

utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu tipa prehrane i tipa stolice ispitanika.

Slika 2. Graficki prikaz raspodjele ispitanika s obzirom na naviku pusenja

Je li ispitanik pusac/ica?

= Ne

= Da = Bivsi pusac/ica
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Tip prehrane
3% 2%

2

= svejed

= vegetarijanac

= vegan

= za posebne potrebe (dijabetiCare, bubrezne bolesnike, sr¢ane bolesnike...)

= Mesna prehrana; izrazito mala koli¢ina povréa; vocée ne jedem

Slika 3. Grafi¢ki prikaz raspodjele ispitanika s obzirom na tip prehrane

Sto se ti¢e koli¢ine sna, 74 % ispitanika izjavilo je da uobi¢ajeno spava izmedu 5 i 7

sati, a 26 % je izjavilo da spava vise od 7 sati dnevno.

Tip stolice
0%2%2%

»

mtipl wtip2 wtip3 =tipd wtip5 =tip6 wtip7

Slika 4. Graficki prikaz raspodjele ispitanika s obzirom na tip stolice

25



4.2. TAKSONOMSKA KLASIFIKACIJA UZORAKA

Na slici 5 vidljiv je prikaz taksonomske klasifikacije uzoraka s udjelom koljena
Firmicutes u padaju¢em poretku; od najmanjeg do najveceg udjela. Najmanju zastupljenost
koljena Firmicutes imaju uzorci IM-17 (13,006 %), IM-21 (20,196 %), IM-18 (24,999 %),
IM-62 (29,837 %). Najvecu zastupljenost imaju uzorci IM-22 (82,342 %), IM-42 (82,266
%), IM-16 (80,898), IM-31 (80,043 %).

100%

. d__ Bacteriz;p_ Firmicutes

. d__Bacteriz;p__Bacteroidota

. d__ Bacteriz;p__Actinobacteriota
. d__Bacteria;p__\ermucomicrobiota
. d__Bacteriz;p__Protecbactera

5

d__ Bacteriz;__
’ d__Bacteria;p__Fusobacteriota
. d__Bacteriz;p__Desuffobacterota
. d__Archasa;p  Euryarchaeota
. d__Bacteriz;p__Cyanobacteria
. Neodreden uzorak

. d__ Bacteriz;p_ Deferribacterota
. d__Bacteriz;p__Synergistota

d__ Bacteriz;p_ Campilobacterota

&

Relativna frekvencija

2

1 d__Bacteria;p__Patescibacteria

. d__Bacteriz;p__Spirochastota

. d__Archass;_

Slika 5. Graficki prikaz zastupljenosti bakterijskih koljena u uzorcima

Uzorak ispitanika IM-71 istiCe se od ostalih uzoraka zbog visokog udjela koljena
Actinobacteriota (29,628 %), a niskog udjela koljena Bacteroidota (3,425 %), dok je udio
koljena Firmicutes 60,954 %. Radi se o Zenskoj osobi izmedu 30 i 39 godina, s ITM 24,50
kg/m?, koja ne pusi, hoda 1 do 2 sata tjedno, izjagnjava se kao svejed i alergi¢na je na pelud,

orasaste plodove, te odredeno voce i povrce.
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Izracunat je omjer koljena Firmicutes i Bacteroidota te su vrijednosti ispitanika
grupirane ovisno o njihovom indeksu tjelesne mase. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika
izmedu omjera F/B ispitanika s obzirom na indeks tjelesne mase. U preglednom radu (Magne
i sur., 2020) zakljuceno je kako omjer F/B nije dovoljno pouzdan kao biomarker za razvoj
pretilosti. Neka od istrazivanja koja su potaknula raspravu o omjeru F/B kao jednom od
biomarkera zdravlja i rizika za razvoj pretilosti su istrazivanje Ley i sur. (2006) u kojem je
opisana povecana zastupljenost Firmicutes naustrb Bacteroidetes, i istrazivanje Krajmalnik-
Brown i sur. (2012) u kojem je predlozeno kako su pripadnici koljena Firmicutes u¢inkovitiji
u razgradnji hrane i dobivanju energije od Bacteroidetes. Medutim, brojna druga istrazivanja
nisu uspjela povezati omjer F/B s pretilosti ili su ¢ak iznijela suprotan zakljucak, da je
smanjeni omjer F/B povezan s pretilosti (Tims i sur., 2013; Ppatil i sur., 2012; Jumpertz i
sur., 2011). Upravo zbog nekonzistentnosti rezultata, omjer F/B kao biomarker u
istrazivanjima crijevne mikrobiote i pretilosti polako se napusta, a nastoji se osmisliti
upitnike za procjenu sastava crijevne mikrobiote i korelacije sa stvarnim podacima te utvrditi

uskladenost takvih upitnika s eksperimentalno odredenim sastavom.

Zanimljivo je istaknuti ispitanicu IM-14 koja boluje od ulceroznog kolitisa i kod koje
nije zabiljeZena prisutnost roda Roseburia, ispitanika IM-31 koji ima bolest jetre, a kod kojeg
je zabiljeZen nizak udio bakterijskog roda Alistipes (0,450 %), sto je u skladu sa zaklju¢cima
Parker i sur. (2020).

Tip prehrane znatno utje€e na sastav crijevne mikrobiote pojedinca. Taksonomskom
klasifikacijom sekvenci uofen je ve¢i udio rodova Alistipes i Bacteroides kod tipova
prehrane mesna i za posebne potrebe, dok su udjeli kod tipova prehrane svejeda,
vegetarijanaca 1 vegana manji, kao $to je vidljivo na slici 6. Takoder, opcenito je smanjen
udio koljena Firmicutes kod tipova prehrane mesna i za posebne potrebe, i smanjen je udio
rodova Eubacterium, Roseburia, Ruminococcus i Prevotella. Vazno je naglasiti da je uzorak
za ove dva tipa prehrana jako mali zbog ¢ega su podaci nepouzdani. Udio koljena Firmicutes
i rodova Eubacterium, Roseburia, Ruminococcus i Prevotella povecan je kod tipova
prehrane svejeda, vegana i vegetarijanaca, a smanjen je udio rodova Alistipes i Bacteroides,

Sto odgovara opazanjima Beam i sur. (2021) i Filippis i sur. (2016).
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Udio bakterijskih taksona s obzirom na tip prehrane

(%] D ~ [0)
o o o o

Postotni udio (%)
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o
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20
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0
rod Alistipes rod Bacteroides rod rod rod Prevotella rod Roseburia koljeno
Eubacterium  Ruminococcus Firmicutes

msvejed mmesna mposebne_potrebe vegana M vegetarijanaca

Slika 6. Udio bakterijskih rodova i koljena Firmicutes u ukupnom sastavu mikrobiote s

obzirom na tip prehrane

Sto se ti¢e navike pusenja, rezultati se razlikuju od istraZivanja Shanahan i sur. (2018).
Nepusa¢i nemaju veéi udio koljena Firmicutes ni manji udio roda Bacteroides i
Proteobacteria od pusaca, $to je vidljivo na slici 7. No, ovi se rezultati trebaju uzeti s
oprezom zbog znatno veceg udjela nepusaca u odnosu na puSace i bivSe pusace medu
ispitanicima.

Udio bakterijskih taksona s obzirom na naviku
pusenja

koljeno Firmicutes koljeno Proteobacteria rod Bacteroides

N
o O ©o O

Postotni udio (%)
BN W b D
o O O O

o

mDa mNe mBivsi

Slika 7. Udio bakterijskog rodova Bacteroides i koljena Firmicutes i Proteobacteria u

ukupnom sastavu mikrobiote s obzirom na naviku pusenja
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4.3. ALFA RAZNOLIKOST U UZORCIMA

Na slici 8 prikazana je rarefakcijska krivulja alfa raznolikosti mjerena metrikom opazeni
OTU iz koje je vidljiva razlika u alfa raznolikosti izmedu dobnih skupina ispitanika takva da
ispitanici u dobi od 40 do 49 godina imaju najvecu raznolikost, zatim slijede ispitanici od 50 do
59 godina, dok su ispitanici u dobi od 18 do 29 i od 30 do 39 godina. Ipak, ove razlike nisu
statisti¢ki znacajne, $to je vidljivo na slici 9, i to je u suglasnosti s istrazivanjem (Odamaki i sur.,
2016) koji su uocili porast alfa raznolikosti crijevne mikrobiote od rodenja pa do 20 godine
zivota, nakon ¢ega slijedi stabilan period u odrasloj dobi od 20. do 60. godine Zivota. Nakon 60.
pa do 100. godine Zivota, zabiljeZen je ponovni porast alfa raznolikosti koji se povezuje s
vitalno$¢u do u duboku starost. Cuesta-Zuluaga i sur. (2019) takoder su opisali ovakav trend u

promjeni alfa raznolikosti crijevne mikrobiote.
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=m @ 4040
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Slika 8. Graficki prikaz alfa raznolikosti izmedu ispitanika s obzirom na njihovu dob

Za ovu razliku u alfa raznolikosti, valjalo bi istraziti dublje socio-ekonomske ¢imbenike
koji bi mogli utjecati na Zivotne i1 prehrambene navike ispitanika. Na primjer, postoji li
povezanost izmedu visine primanja i alfa raznolikosti, uzevsi u obzir da visa primanja znatno
olakSavaju nabavku raznovrsnih namirnica i dodataka koji mogu obogatiti prehranu i
povecati raznolikost konzumiranih namirnica. Takoder, valjalo bi istraziti je li 1 u kojoj mjeri

alfa raznolikost mikrobiote najmlade skupine rezultat prehrane u studentskim restoranima.
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Slika 9. Graficki prikaz analize znacajnosti alfa raznolikosti izmedu ispitanika s obzirom

na njihovu dob

Alfa raznolikost ispitanika na vegetarijanskom tipu prehrane je najveca i znatno odskace
od ostalih skupina, dok ispitanik na mesnoj prehrani ima najmanju alfa raznolikost, §to je
vidljivo naslici 10, no analiza znacajnosti, vidljiva na slici 11, nije pokazala statistic¢ki znac¢ajnu
razliku medu skupinama. Istrazivanje (Tomova i sur., 2019) pokazuje da se prehrambeni obrasci
temeljeni na namirnicama biljnog porijekla mogu povezati s pove¢anjem raznolikosti crijevne
mikrobiote. Klimenko i sur. (2018) uo¢ili su pozitivnu povezanost alfa raznolikosti i dugotrajnog
unosa voca i povrca, a Martinez i sur. (2013) opisali su povecanje alfa raznolikosti kao rezultat

dodatka cjelovitih Zitarica u prehranu.

ni OTL

Opazer

Slika 10. Graficki prikaz alfa raznolikosti izmedu ispitanika s obzirom na tip prehrane
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Slika 11. Graficki prikaz analize znacajnosti alfa raznolikosti izmedu ispitanika s obzirom

na tip prehrane

U preglednom ¢lanku (Wang i sur., 2022) zakljuceno je da istrazivanja na zivotinjama
pokazuju negativne uc¢inke crvenog mesa na sastav mikrobiote i zdravlje, dok su istrazivanja
na ljudima kontradiktorna i Cesto manjkava. Visoka konzumacija mesnih proizvoda
povezana je Cesto s prehranom bogatom mastima (tzv. zapadnjacki tip prehrane) koja je

povezana s negativnim ué¢inkom na crijevnu mikrobiotu (Shi, 2019).
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz alfa raznolikosti izmedu uzoraka s obzirom na tip stolice

31



OpaZeni OTU

Tips (e3)

Tpl(m=1)4
Tip2 (=5)
Tip3 (=271
Tipdh (n=22)4
Te? (=101

Tip stolice

Slika 13. Grafi¢ki prikaz analize znaéajnosti alfa raznolikosti izmedu ispitanika s obzirom

na tip stolice

Analiza alfa raznolikosti crijevne mikrobiote s obzirom na tip stolice (prema Bristol Stool
Form Scale gdje je broj 1 najtvrda konzistencija, a 7 vodena), vidljiva na slikama 12 i 13, nije
pokazala statisticki znaCajnu razliku izmedu ispitanika. Ovaj rezultat je suprotan rezultatu
istrazivanja (Vandeputte i sur., 2016) u kojem je uocena poveznica izmedu konzistencije stolice
i raznolikosti mikrobiote takva da raznolikost znatno opada s padom konzistencije stolice i

najmanja je kod ispitanika s najmekSom stolicom.

eni OTU

Opai

2000 4000 8000 adon

Slika 14. Graficki prikaz alfa raznolikosti izmedu ispitanika s obzirom na indeks tjelesne

mase
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Slika 15. Graficki prikaz analize znacajnosti alfa raznolikosti izmedu ispitanika s obzirom

na indeks tjelesne mase

Prikaz alfa raznolikosti s obzirom na tjelesnu masu na slici 14 pokazuje kako je najveca
raznolikost u skupini ispitanika s indeksom tjelesne mase od 30 do 35 kg/m?, a najmanja kod
ispitanika s indeksom tjelesne mase od 25 do 30 kg/m?. Analiza znacajnosti nije pokazala razlike
u izmedu skupina ispitanika, §to se vidi na slici 15. Vecina istrazivanja pokazala je nizu alfa
raznolikost kod povisenog indeksa tjelesne mase u usporedbi s pozeljnim indeksom tjelesne
mase (18 — 25 kg/m?) (Pinart i sur., 2022). Kim i sur. (2020) takoder su uo¢ili da postoji razlika
u alfa raznolikosti pretilih 1 osoba s prekomjernom tjelesnom koji su metabolicki zdravi 1 koji

nisu. NiZzu raznolikost imala je skupina koja je imala simptome metabolickog sindroma.

4.4. BETA RAZNOLIKOST U UZORCIMA

Analiza beta raznolikosti uzoraka ispitanika s obzirom na njihovu dob metrikom tezinske
UniFrac vidljiva je na slici 16 i moze se uociti grupiranje uzoraka za dob od 50 do 59 godina
odnosu na ostale uzorke. No, jedan uzorak odskace od ostalih, a to je IM-24. Ispitanica se od
ostalih ispitanika u svojoj dobnoj skupini razlikuje po tome $to nema alergiju niti kroni¢nu

bolest, te je po indeksu tjelesne mase u skupini normalne tjelesne mase, dok su dva ispitanika u
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skupini prekomjerne tjelesne mase, a jedan u skupini pretilosti.
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Slika 16. Graficki prikaz beta raznolikosti ispitanika s obzirom na dob gdje je udaljenost
odredena metrikom teZinski UniFrac (crveno — 18-29; plavo — 30-39; narancasto — 40-49;

zeleno — 50-59)
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Slika 17. Graficki prikaz beta raznolikosti ispitanika s obzirom na brac¢ni status gdje je
udaljenost odredena metrikom teZinski UniFrac (plavo — izvanbra¢na zajednica; narancasto

— ozenjen/udana; zeleno — rastavljen/a; ljubicasto — slobodan/na)

Gacesa i sur. (2022) opisali su kako suzivot u istom kucanstvu takoder oblikuje sastav

.....
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u usporedbi s ispitanicima koji ne zive zajedno. Proucavanjem raspodjele ispitanika na slici
17, te usporedbom s raspodjelom ispitanika na grafikonu beta raznolikosti gdje je udaljenost
odredena metrikom netezinski UniFrac, uoceno je kako se ispitanici IM-10 i IM-57 nalaze
vrlo blizu na oba grafikona. To oznacuje filogenetsku sli¢nost u prisutnosti i zastupljenosti

vrsta bakterija u njihovim uzorcima iz ¢ega bi se moglo zakljuciti da Zive u istom kucanstvu.

Provedbom analize znacajnosti nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu grupa
niti za jedan od odabranih ¢imbenika zivotnog stila; dobi, spola, bra¢nog statusa, indeksa

tjelesne mase, tipa prehrane, tipa stolice, navike pusenja, navike spavanja.

Nedostaci provedenog istrazivanja su mali broj ispitanika i nedovoljno raznolika
zastupljenost ispitanika po razli¢itim skupinama (npr. vrlo malo puSaca u odnosu na
nepusace, vrlo malo vegetarijanaca i vegana u odnosu na svejede) $to je zasigurno utjecalo
na statistiCku analizu i rezultate testova znacajnosti, zbog ¢ega se opazanja ne podudaraju s
dostupnom literaturom. Takoder prilikom provedbe eksperimentalnog dijela rada, doslo je
do pogreske prilikom prilagodbe protokola laboratoriju u kojem je rad odraden zbog ¢ega je
na u grafikonima taksonomske klasifikacije na nizim taksonomskim razinama za pojedine
skupine bakterija vidljivo neuspjesno odredivanje bakterija (engl. uncultured, unidentified).
Iz istog razloga, nije bilo moguce to¢no usporediti prisutnost tih bakterija u uzorcima koje
se u literaturi povezuju uz odredena bolesna stanja (npr. zastupljenost vrsta bakterija kod

Crohnove bolesti).
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. ZAKLJUCCI

Na temelju ovog istrazivanja i dobivenih rezultata, mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

Omjer F/B ne mozZe se povezati s indeksom tjelesne mase kod ispitanika, a time ni
rizikom za razvoj pretilosti, jer nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu omjera
F/B u skupinama ispitanika koji pripadaju grupama s normalnom tjelesnom masom,
prekomjernom tjelesnom masom i pretiloj.

Alfa raznolikosti ispitanika s obzirom na dob i tip prehrane u skladu su s dostupnom
literaturom, dok se alfa raznolikosti s obzirom na indeks tjelesne mase i tip stolice
razlikuju od dostupne literature u rezultatima.

Analiza znacCajnosti alfa raznolikosti nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu
grupa ispitanika za dob, spol, bracni status, indeks tjelesne mase, tip prehrane, tip stolice,
naviku pusenja i naviku spavanja.

Beta raznolikost izmedu ispitanika pokazala je grupiranje uzoraka za ispitanike dobne
skupine od 50 do 59 godina, no ta razlika nije statisticki znacajna.

Analizom Beta raznolikosti nije se pokazalo grupiranje ispitanika s obzirom na dob, spol,
bra¢ni status, indeks tjelesne mase, tip prehrane, tip stolice, naviku pusenja, naviku
spavanja §to je i potvrdeno analizom znacajnosti izmedu grupa kojom nije utvrdena
statisti¢ki znacajna razlika.

Usporedbom odgovora iz upitnika i sastava crijevne mikrobiote ispitanika nisu nadene
korelacije potvrdene ranijim istrazivanjima. Razlozi mogu biti mala i neizbalansirana

populacija ispitanika.
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PRILOZI

PRILOG 1. UPITNIK O FAKTORIMA KOJI UTJECU NA SASTAV CRIJEVNE
MIKROBIOTE

1.

Pilot projekt: Crijevna mikrobiota radno-
aktivhe populacije RH

IstraZivanje provode Institut za Antropolgiju | Prehrambeno-bictehneloski fakultet Sveucilista u

Zagrebu s ciljem odredivanja sastava crijevne mikrobiote u zdravoj, radne-aktivnoj populaciji
stanovnistva RH koja bi se koristila kao kontrolna skupina u buducim istraZivanjima. IstraZivanje je
odobrilo Etitko povjerenstvo Instituta za antrepelogiju. IstraZivanje ce biti provedeno u Republici
Hrvatskoj. Pruzene informacije ce se koristiti pri analizi Vaseg mikrobioma te se mogu koristiti sada iu
buduénosti u znanstvenim publikacijama i dodatnim istraZivanjima. |spitivanjem ovog upitnika
pristajem pruZiti minimalne potrebne informacije bez otkrivanja vlastitog identiteta i jamé&im da necu
krivetvoriti informacije.

Crijevna mikrobiota je zajednica mikroorganizama (bakterije, arheje, gljive i virusi) koja Zivi u nadim
crijevima. Ona se mijenja tijekom nageq Zivota ovisno o prehrani, aktivnosti, zdravlju i mnegim drugim
faktorima s kojima se svatko od nas u Zivotu susrece i jedinstvena je u svakom pojedincu. Movija
istraZivanja sve vecu vaznost pridaju mikrobioti jer je "zdrava” mikrobiota povezana s pozitivnim
zdravstvenim ishodima, dok se u slu¢aju "nezdrave’, odnosno neuravnoteZene mikrobiote, ona povezuje
s belestima u rasponu od sindroma iritabilnog crijeva preko alergija do karcinoma. Zdrava crijevna
mikrebiota jedan je od faktora koji pojedincu osiguravaju zdrav i aktivan Zivot.

* Required

Molimo unesite Sifru s posudice za uzimanje uzorka stolice: *

Spol*
Mark only one oval.
) Muski

) Zenski

Dob *

Mark only one oval.
_18-29
~ 130-39
140-49

~ )50-59
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4. Bracni status *

Mark only one oval.

ozenjen/udana

Zivim u izvanbracnoj zajednici
rastavljen/a

slobodan/na

ne Zelim odgovoriti

5. Obrazovanje *

Mark only one oval.

Osnovna skola
Srednja skola

Visa skola
Prediplomski studij
Diplomski studij
Doktorat

ne Zelim odgovoriti

6. Visina u centimetrima: *

7. Masa u kilogramima: *

8. Na koji nacin ste rodeni? *

Mark only one oval.

vaginalni porod
carski rez

ne znam

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



9. Jeste li uzimali antibiotike u zadnja 3 mjeseca? *

Mark only one oval.

DA
NE

10. Ako da, koji?

11. Jeste li tjelesno aktivni? *
Mark only one oval.

DA
NE

12. Koliko ste tjelesno aktivni na tjednoj bazi? *

Mark only one oval.

Manje od 1 sata
1 do 2 sata
2 do 3 sata
3 do 4 sata

Vise od 4 sata

13. Kojim tjelesnim aktivnostima se bavite? *

Check all that apply.

Hodanje
Trcanje
Biciklizam
Plivanje
Drustveni sportovi (nogomet, kosarka, odbojka, hoke;j...)
Fitness, aerobik, pilates, joga i sl.
Other:

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



14. Pusiteli? *
Mark only one oval.

Da
Ne

Bivs$i sam pusac/ica

15. Moja prehrana se opcenito moze opisati kao prehrana: *

Mark only one oval.

svejeda

vegetarijanca

vegana

za posebne potrebe (dijabeticare, bubrezne bolesnike, sr¢ane bolesnike...)

Other:

16. Prosjecna ucestalost stolice? *

Mark only one oval.

Vise od 2 puta dnevno
Jednom do 2 puta dnevno
Jednom dnevno

Svaki drugi dan

Manje od 3 puta tjedno

Patim od zatvora (manje od 2 stolice tjedno)

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



17. lzaberite uobicajeni tip stolice *

The Bristol Stool Form Scale

. : . ' Odvojene tvrde kuglice

. (poput ljednjaka)
Poput kobasice, ali sa

2 jasno vidljivim kuglicama
- Poput kobasice sa

3 w raspucanom povriinom
J Poput kobasice, glatko

c i ‘ —— Mekane grudice s jasno
o . “ raspoznatljivim rubovima

6 : + . Komadici s nejasnim rubovima,
: ‘ konzistencije kase

5 s Tt U potpunosti vodeno, bez
| == ikakvih &vrstih dijelova
Q, = —

Mark only one oval.

C DTip1
(DT ip2
()T ip3
(. )Tip4
(. )Tips
(. )Tipe
C DT ip7

=

Zivotni stil i zdravlje

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



18. Za sebe smatrate da ste: *

Mark only one oval.

PremrSav/a
Normalne tjelesne mase
Imam nekoliko kilograma viska

Pretio/la

19. Smatrate li da se debljate brzo? *

Mark only one oval.

Ne
Da

Samo ako dulje vrijeme previSe jedem

20. Zelite li biti u boljoj formi? *
Mark only one oval.

Da

Ne

21. Sto radite da biste pobolj$ali zdravstveno stanje ili smanjili tjielesnu masu? *

Check all that apply.

PokuSavam se hraniti pravilnije

Pazim na veliCinu porcija

Radim vjezbe izdrZljivosti (tr¢anje, hodanje, biciklizam, ples...)

Radim vjeZbe za jacanje i tonus misi¢a (sklekovi, dizanje utega, ucnjevi, trbusnjaci..) Na
restrikcijskoj dijeti sam

Ne radim nista

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



22.  Ako zelite poboljsati formu, a ne uspijevate koji su razlozi koji Vas sprecavaju? *

Check all that apply.

Stres

Nedostatak vremena

Nedostatak potpore okoline

Financijski razlozi

Nedostatak informacija

Nedostatak upornosti
Other:

23. Koliko prosjecno spavate dnevno? *

Mark only one oval.

Manje od 5 sati
Izmedu 5i 7 sati

Vise od 7 sati

24. Koliko prosjecno jedete obroka dnevno? *

Mark only one oval.

5ivise

25. Koliko cesto doruckujete? *

Mark only one oval.
svaki dan
ponekad
rijetko

nikad

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



26. Zarucak na poslu/skoli: *

Check all that apply.

donosite ruc¢ak od doma
jedete hranu iz menze
jedete brzu hranu (fast food)
jedete grickalice
jedete slatkise
preskacete rucak

Other:

27. Koristite li umjetne zasladivace? *

Podrazumijevaju se saharin (E954), aspartam (E951), ciklamat (E952) i dr. Na deklaraciji prehrambenih proizvoda
nalaze se istaknuti tekstualno ili kao E-brojevi

Mark only one oval.

Da
Ne

Zasebno ne, ali pijem/jedem proizvode koji ih sadrzavaju

28. Koliko ste Cesto naduti? *

Mark only one oval.

Nikad

1 mjesecno

2 - 3 puta mjesecno
1 tjedno

2 - 3 puta tjedno
Svaki dan

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



29. Uzimate li neke od sljedecih lijekova? *

Check all that apply.

Hormonalna terapija
Analgetici
Antidepresivi Dodaci
prehrani Statini
(kolesterol) Nista od
navedenog

Other:

30. Bolujete li od sljedecih bolesti/poremecaja: *

Check all that apply.

Artritis

Depresija

Problemi sa spavanjem
Astma

Srcane bolesti

Visok krvni tlak
Dijabetes

Sindrom iritabilnog crijeva
Crohnova bolest
Ulcerozni kolitis
Celijakija

Bolesti jetre

Hepatitis

Nista od navedenog

31. Kakav Vam je COVID-19 status? *

Check all that apply.
Prebolio/la
Cijeplien/na
NisSta od navedenog

Ne zelim odgovoriti

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



32. Alergican/nasamna: *

Check all that apply.

Pelud
OraSaste plodove (badem, ljesnak, orah, brazilski oras¢i¢, indijski oras¢i¢, pistacije...)
Kikiriki
Voce (jagoda, kruska, banana, breskva, limun, naranéa, ananas, jabuka) Povrée
(rajCica, $pinat, kupus, paprika)
Meso (svinjetina, govedina, piletina, puretina)Ribe,
rakovi, Skoljke i ostali mekusci
Zitarice s glutenom (p$enica, raz, je¢am, pir..)
Zitarice bez glutena (riza, kukuruz, proso, heljda...)
Jaja i proizvode od jaja
Mlijeko i mlije¢ne proizvode
Celer
Lupina/vugcji bob
Soja i proizvodi od soje
Sezam
Sumporni dioksid i sulfiti
Goruscica
Nemam alergiju
Other:

33. Uzimate li probiotike? *
Mark only one oval.

Da
Ne

Ne kao dodatke prehrani, ali pijem probioticke jogurte

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



34. Uzimate li dodatke prehrani? *

Check all that apply.

Ne
Da, vitamine (C, E, multivitamine...)
Da, minerale (magnezij, cink, kalcij...)
Da, amino kiseline (BCAA, karnitin, glutamin
Da, proteinske dodatke (proteine sirutke, soje, konoplje...)Da,
vlakna (prebiotike)
Da, biline suplemente (ginko, gospina trava, valerijana...)
Omega 3 masne kiseline
Other:

Prehrambene navike

35. Koliko ¢esto konzumirate kavu? *

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



36. Koliko Cesto konzumirate Caj? *

Pod ¢aj ubrajamo crni, zeleni, bijeli, Zuti i oolong tip ¢aja

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

37. Koliko Cesto konzumirate jedno serviranje alkoholnog pi¢a? *

Jedno serviranje alkoholnog pi¢a odgovara 30 mL zestokog pi¢a, 150 mL vina i 330 mL piva

Mark only one oval.

Nikad

Manje od 1 mjesecno
1 - 3 puta mjesecno

1 tjedno

2 - 3 puta tjedno

4 - 6 puta tjedno

1 dnevno

Vise puta dnevno

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



38. Koliko c¢esto konzumirate 100-postotne prirodne sokove? *

Prirodni sok dobiven je cijedenjem voca/povréa uz dodatak vode i bez dodanog Secera

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

39. Koliko Cesto konzumirate gazirana bezalkoholna pica? *

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



40. Koliko ¢esto konzumirate mlijeko i mlije¢ne proizvode? *

Pod mlijeko ubrajamo sva mlijeka Zivotinjskog porijekla (kravlje, kozje, ov¢je...) i njhove preradevine (sir, jogurt,
vrhnja...), a ne uklju¢ujemo mlijeka dobivena iz biljnih sirovina (sojino, bademovo, kokosovo...)

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

41. Koliko ¢esto konzumirate voce? *

Odnosi se iskljuCivo na svjeze, nepreradeno voce

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



42. Koliko ¢esto konzumirate povrée? *

Ne ukljuéuje krumpir

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

43. Koliko ¢esto konzumirate meso? *

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

44. Koliko ¢esto konzumirate ribu? *

Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



45. Koliko cesto konzumirate kruh i pekarske proizvode? *
Mark only one oval.

Vise puta dnevno
Jednom dnevno
Nekoliko puta tjedno
Jednom tjedno
Nekoliko puta mjesecno
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje

Ne konzumiram

46. Sto ste jucer jeli za doruc¢ak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu (npr, 2 kriske kruha s maslacem i marmeladom, zdjelicu mlijeka s
¢okoladnim rizinim pahuljicama..)

47. Sto ste jucer jeli za ru¢ak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu (npr. tanjur bistre juhe s tjesteninom, zagrebacki odrezak s
krumpirom, zdjelica zelene salate..)

48. Sto ste jucer jeli za veceru? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. 2 jaja na oko i 2 kajzerice...)

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



49. Sto ste prekjucer jeli za dorucak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. 2 kobasice i 2 jaja na oko..)

50. Sto ste prekjucer jeli za ru¢ak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. porciju variva od graska s noklicama i kobasicom)

51. Sto ste prekjucer jeli za veceru? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. tanjur tjestenine s umakom od tune i rajcice)

52. Koristite li maslinovo ulje kao glavni izvor masnoca u kuhanju? *
Mark only one oval.

DA
NE

53. Procijeniote koliko kuhinjskih zlica maslinovog ulja konzumirate dnevno (ukljucuje ulje za
prZenje, u salatama, kad jedete vani...) *

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Koliko porcija povréa jedete dnevno (porcija =200 g) ? *

Koliko porcija voca jedete dnevno (porcija = 200 g), ukljucujuci prirodne sokove ? *

Koliko porcija crvenog mesa ili mesnih preradevina (Sunka, kobasice...) jedete dnevno
(porcija=100-150 g) ?

Koliko porcija maslaca, margarina ili vrhnja jedete dnevno (porcija=12g) ?

Koliko zasladenih ili gaziranih napitaka pijete dnevno?

Koliko ¢asa vina pijete tjedno?

Koliko porcija mahunarki jedete tjedno (porcija = 150g) ? *

Koliko porcija ribe ili Skoljkasa jedete tjedno (riba porcija = 100-150g, sSkoljkasi porcija =
200g) ? *

Koliko kupovnih slatkisa ili kolaca jedete tjedno? *

Koliko porcija orasastih plodova (ukljucujuci kikiriki) jedete tjedno (porcija = 30g) ? *

https://docs.google.com/forms/d/1p4yvbMQts4cBf_zVTcBxlcMnpgPuEJPJkh_VadJ9Odl/edit



64. \Volite li vise jesti piletinu, puretinu i zeCetinu od junetine, svinjetine i kobasica? *
Mark only one oval.

Da

Ne

65. Koliko puta tjedno jedete povrce, tjesteninu ili rizu u umaku od rajcice? *

This content is neither created nor endorsed by Google.
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https://www.google.com/forms/about/?utm_source=product&utm_medium=forms_logo&utm_campaign=forms

IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja, DRAZENA CERMAK, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te

da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih Kkoji su u njemu navedeni.

Vlastoruc¢ni potpis
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