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1. UVOD

Ljudska mikrobiota je heterogena zajednica s vise od 4 milijuna razlicitih
mikroorganizama. Najveci broj se nalazi u gastrointestinalnom (GI) sustavu, u crijevima zbog
optimalnih uvjeta za rast. Od ukupno prisutnih mikroorganizama, dvije tre¢ine ¢ine bakterije
koje se mogu taksonomski klasificirati prema jedinicama domena, koljeno, razred, red,
porodica, rod 1 vrsta (Wegierska i sur., 2022; Qin i sur., 2010; O’Hara i Shanahan, 2006).
Njihova zastupljenost i sastav ovise o viSe ¢imbenika koji zapocCinju oblikovanje crijevne
mikrobiote ve¢ po rodenju. Nacin prehrane, stil Zivota, konzumacija antibiotika, prebiotika ili
drugih dodataka prehrani neki su od faktora koji utje¢u na odrzavanja optimalnog stanja
crijevne mikrobiote (Zhang, 2022; Guerin-Derumaux i sur., 2019, Rodriguez i sur., 2015). Na
prisutne mikrobne vrste ne utjecu samo vanjski ¢imbenici ve¢ 1 komunikacija medu vrstama u
crijevima i izmjena metabolita. U tom kontekstu govorimo o crijevnom mikrobiomu, a ne
mikrobioti jer on ukljucuje ne samo prisutne mikrobne vrste ve¢ i njihovu aktivnost, sve
mobilne geneti¢ke elemente i metabolite koje ti mikroorganizmi proizvode (Markus i sur.,
2023; Lederberg i Mccray, 2001). Metaboliti bakterija GI sustava krvlju dopiru do svih dijelova
tijela i tako utjecu na cjelokupno zdravlje domaéina. Zbog velikog interesa za istrazivanjem
povezanosti crijevne mikrobiote i prevencije/progresije bolesti, po¢ele su se razvijati metode
za analizu sastava crijevne mikrobiote (llumina, 2015; Jandhyala, 2015).

Prvotne metode analize crijevne mikrobiote temeljile su se na kultivaciji. Medutim,
nedavno su se razvile brojne tehnike neovisne o kulturi, uglavnom metode temeljene na PCR-
u, za kvalitativnu i kvantitativnu identifikaciju mikroorganizama. Jedna od najefikasnijih
metoda je 16S rRNA sekvenciranje kojoj je primjena porasla zbog podjednake zastupljenosti
16S gena medu bakterijama, zbog ¢ega je jednostavno pratiti zastupljenosti izmedu vrsta.
Razvojem bioinformatickih alata kao Sto je QIIME2 omogucena je analiza dobivenih podataka
sekvenciranja, a dodacima implementiranim u softver utvrdivanje postojanje razli¢itosti unutar
uzoraka i1 izmedu uzoraka (Wills, 2019; Caporaso i sur., 2010; Bray i Curtis, 1957).

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi postojanje razlike u sastavu crijevne mikrobiote
izmedu ispitanika koji su konzumirali prebiotike i koji nisu. U tu svrhu su na uzorku od 18
ispitanika prikupljeni u periodu od Cetiri tjedna uzorci fecesa iz kojih je eksperimentalnim
putem izoliran geneticki materijal. Izolirana DNA je potom sekvencirana i provedena je

bioinformaticka analize QIIME2 rac¢unalnim alatom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKROBIOTA GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

Mikrobiota predstavlja zajednicu zivih mikroorganizama koji su prisutni u odredenom
okolisu (Marchesi i Ravel, 2015). U kontekstu ljudskog organizma, moze se re¢i kako svaki
dio tijela ima vlastitu mikrobiotu i predstavlja znacajno razli¢itu ekolosku nisu (Kennedy i
Chang, 2020). U ljudskom organizmu, mikroorganizmi su prisutni na kozi, u respiratornom,
gastrointestinalnom 1 Zenskom reproduktivnom sustavu. Zbog razli€itih okoliSnih uvjeta
pojedinih sustava, ljudska mikrobiota je vrlo heterogena i razli¢ita izmedu pojedinih nisa.
negoli koze i gastrointestinalnog sustava iste jedinke (Kennedy i Chang, 2020).

S vise od 4 milijuna razli¢itih vrsta, u gastrointestinalnom sustavu obitava najveci dio
mikroorganizama (Wegierska 1 sur., 2022). Dvije tre¢ine prisutnih mikroorganizama ¢ine
bakterije zbog Cega se prilikom osvrtanja na gastrointestinalnu mikrobiotu komentiraju
uglavnom bakterije, a ne u tolikoj mjeri pripadnici eukariota i Archaea. Od pocetnog do
zavr$nog dijela gastrointestinalnog (GI) trakta smanjuje se razina kisika, debljina sluzi varira,
a pH opada u Zelucu i raste distalno od tamo zbog cega se u istom smjeru GI trakta povecava
mikrobna raznolikosti i zastupljenost (Kennedy i Chang, 2020).

Najveci broj bakterija GI trakta, zahvaljujuc¢i optimalnim okoli$§nim uvjetima kao $to su
anaerobno okruzenje, debljina mukusa (sluzi), razina Zu¢ne kiseline i sporo vrijeme prolaska
hrane, najvise je prisutan u debelom crijevu (101° — 10'* CFU/ml) (Qin i sur., 2010; O’Hara i
Shanahan, 2006). Sporo vrijeme prolaska hrane kroz debelo crijevo omogucuje bakterijama
dovoljno vremena za razmnoZavanje 1 kolonizaciju. Osim toga, debelo crijevo pruza niz
razlicitih niSa u kojima mogu obitavati razli¢ite mikrobne zajednice.

Taksonomski, bakterije gastrointestinalnog trakta mogu se okarakterizirati prema
jedinicama koljeno, razred, red, porodica, rod, vrsta. Najdominantnija koljena su Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria i Verrucomicrobia, pri ¢emu koljena Firmicutes
i Bacteroidetes predstavljaju vise od 90 % od crijevne mikrobiote.

Za normalno funkcioniranje cjelokupnog ljudskog organizma neophodna je mjesovita i
bogata mikrobna zajednica. Niz znanstvenih istrazivanja potvrdio je medusobnu povezanost
sastava crijevnog mikrobioma i zdravstvenog stanja domacina (Afzaal i sur., 2022; Liu 1 sur.,

Tenchov, 2022).



U tome kontekstu neophodno je gledati ne samo mikroorganizme, odnosno mikrobiotu
odredene niSe, vec 1 interakciju izmedu njih, metabolite koje proizvode, odnosno mikrobiom.
U literaturi se navodi viSe definicija mikrobioma, no svima je zajednicko da pojam mikrobiom
ne ukljucuje samo mikrobnu zajednicu na nekom prostoru, odnosno mikrobiotu. On ukljucuje
njihovu aktivnost, sve mobilne geneticke elemente, metabolite koje ti mikroorganizmi
proizvode (signalne molekule, toksine i druge molekule) i njihove strukturne elemente
(nukleinske kiseline, protein, lipide, polisaharide) (Lederberg i Mccray, 2001; Whipps i sur.,
1988). Izmjena tih metabolita uzajamnim prihranjivanjem (eng.cross feeding) moze se odvijati
izmedu mikroorganizama i domacina, ali 1 izmedu samih mikroorganizama medusobno, a
krucijalna je za uspostavljanje stabilnog crijevnog mikrobioma, otpornog na promjene vanjskih
uvjeta i patogene. Primjerice, Bifidobacterium vrste proizvode laktat kao krajnji produkt
metabolizma koje druge vrste mogu konvertirati u kratkolan¢ane masne kiseline izmjenom
metabolita. Osim toga, navedeni metaboliti mogu sniziti crijevni pH, $to moZe inhibirati rast
patogena, a vjeruje se da utjeCe na obogacivanje sastava mikrobne zajednice (Besten i sur.,
2013). Neki od metabolita, kao $to su vitamini, neophodni su domaéinu jer ih ne moze
samostalno sintetizirati. Jedan od primjera je vitamin B12 koji je nuzan za prevenciju
kardiovaskularnih i1 neuroloskih poremecaja, stvaranje crvenih krvnih stanica i normalno
funkcioniranje Ziv€anog sustava, a proizvodi ga Lactobacillus kao sekundarni metabolit
(Kumari i sur., 2021.; Nielsen i sur., 2012).

Drugi vrlo vazan mehanizam za komunikaciju medu mikroorganizmima GI trakta
ukljucuje signalne molekule, a naziva se stani¢no signaliziranje (eng. quorum sensing). Neke
bakterije otpustaju signalne molekule i time prenose informacije o okoliSu u kojem se nalaze
drugim pripadnicima njihove vrste, ali i drugim vrstama bakterija. Inhibicija ovog mehanizma
komunikacije pokazala se uzro¢nikom disbioze (poremecaja ravnoteze crijevne mikroflore).
Quorum sensingom bakterijske vrste reguliraju ekspresiju gena, odnosno mikrobnu aktivnost

na temelju njihove rasprostranjenosti i zastupljenosti (Markus i sur., 2023).

2.1.1. Parametri koji utjecu na sastav gastrointestinalne mikrobiote

Na rasprostranjenost i sastav crijevne mikroflore utje¢e vise ¢imbenika koji se mogu
podijeliti na uvjete prvih godina zivota i1 vanjske ¢imbenike.
Ljudski organizam stje¢e mikrobiotu po rodenju te se ona moze modificirati u prve tri godine
zZivota pod utjecajem vanjskih ¢imbenika nakon Cega postaje uglavnom stabilna (Rodriguez i

sur., 2015). Brojna istraZivanja pokazala su kako ve¢ nacin i vrijeme poroda, utjeCe na
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raznolikost mikrobiote. Primjerice, prijevremeno rodena djeca pokazala su nisku mikrobnu
raznolikost i visoki rizik od kolonizacije patogenim bakterijama kao $to su Enterobacteriaceae
I smanjene razine Bifidobacterium vrsta koje imaju vaznu ulogu u formiranju i odrzavanju
imunosnog sustava domacina (Arboleya i sur., 2012; Butel i sur., 2007). Formiranju raznolikog
i stabilnog crijevnog mikrobioma djeteta doprinosi i nadin ishrane u prvim mjesecima
zivota. Majc¢ino mlijeko osim §to je izvor nutrijenata, sadrzi i probiotike i prebiotike koji utjeCu
na kolonizaciju djetetovog crijevnog mikrobioma uzajamnim prihranjivanjem (eng.cross-
feeding) putem kratkolan¢anih masnih kiselina (Li i sur., 2022). Zanimljivo je kako neke
klini¢ke studije isti¢u vaznost uvjeta za vrijeme trudnoce na bududi crijevni mikrobiom djeteta.
Naime, bakterijski metaboliti maj¢inog probavnog sustava prenose se na fetus krvlju preko
placente i pripremaju njegov imunosni sustav i crijeva na kolonizaciju bakterijama nakon
rodenja (Miko i sur., 2022). Potrebno je spomenuti kako i genetika ima utjecaj na crijevni
mikrobiom u smislu sli¢nosti sastava medu ¢lanovima uze obitelji (npr. izmedu sestara), no
njezin utjecaj postaje nevazan promjenom okoline (Xie i sur., 2016). S tim je usko povezan
utjecaj sredine, odnosno mjesta obitavanja na crijevni mikrobiom. Crijevni mikrobiom ljudi
koji zive u ruralnom podrucju pokazao se znatno drugacijim od onih koji zive u gradu. Ali tu
se dovode u vezu zapravo drugi ¢imbenici koji mijenjanju crijevni mikrobiom kao $to su
kvaliteta hrane, izloZenost stresu, manjak zelenih povrSina i kontakta s Zivotinjama te fizicka
aktivnost. Ako se uzme u obzir utjecaj geografske pripadnosti na sastav crijevne mikrobiote,
evidentno je kako je sastav drugaciji kod ljudi koji zive na razli¢itim kontinentima.

Crijevna mikrobiota se nastavlja razvijati i nakon djetinjstva, a tu najveci utjecaj imaju
nacin prehrane 1 uvjeti Zivota. Generalno, prehrana koja se temelji na visokom unosu namirnica
biljnog podrijetla i vlakana te smanjenom unosu procesirane hrane povezuje se s raznolikim i
uravnotezenim crijevnim mikrobiomom (Zhang, 2022). Za prehranu koja se temelji na
namirnicama biljnog podrijetla karakteristi¢an je visoki udio Bacteroidetes vrsta koje pretezno
koriste ugljikohidrate kao supstrat. S druge strane, prehrana namirnicama animalnog podrijetla
povezuje se s povecanim udjelom Firmicutes vrsta ¢iji su supstrati proteini i masti  (Rosas-
Plaza i sur., 2022, Jain i sur., 2018; Gupta i sur., 2017). Cak i kratkoro¢ne promjene rezima
prehrane pokazale su utjecaj na promjenu sastava crijevne mikrobiote. Osim tipa prehrane, na
sastav crijevnog mikrobioma utjece i konzumacija dodataka prehrani. Konzumacija nekih
vitamina u velikim dozama pokazala je pozitivan utjecaj na uspostavljanje stanja normobioze
(normalne ravnoteze razlicitih vrsta mikroorganizama u crijevima) kroz odrzavanje i povecanje
mikrobne raznolikosti (vitamini A, B2, B3, C, K) ili neizravno moduliranjem imunosnog

odgovora crijeva (vitamini A i D) (Markus i sur., 2023; Pham i sur., 2021). Pregledom
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literaturnih podataka evidentno je kako na uspostavljanje stanja normobioze veliki utjecaj ima
primjena probioti¢kih pripravaka. Uglavnom se radi o sojevima Bifidobacterium i
Lactobacillus koji pozitivno djeluju na sastav kroz proizvodnju kratkolan¢anih masnih kiselina
(SCF-a) i sekreciju mukusa, smanjivanje propusnosti crijeva, stimuliranje proizvodnje IgA
protutijela i povecanje broja makrofaga i dendritickih stanica u lamini propriji (Wang i sur.,
2021).

Primjena antibiotika ima dvojaku ulogu. Dok s jedne strane unistava patogene bakterije,
uni$tava sve prisutne pozeljne mikrobne vrste i dovodi crijevni mikrobiom u dugotrajno stanje
disbioze (Jernberg i sur., 2007).

Osim antibiotika, stres ima izrazito negativan utjecaj na crijevni mikrobiom. Meduodnos
crijeva 1 stresa se ostvaruje kroz neurotransmitere i hormone. Takoder, stres utjeCe na
propusnost i pokretljivost crijeva, apsorpciju hranjivih tvari i luéenje citokina koji reguliraju
odgovor imunosnog sustava (Oligschlaeger i sur., 2019; Mittal i sur., 2017).

Iznenaduje cinjenica kako preintenzivna fizicka aktivnost ima slican efekt na crijevni
mikrobiom kao izlaganje stresu. Istrazivanje na miSevima pokazalo je kako je kod miSeva koji
su se bavili umjerenom i redovitom fizickom aktivno§¢u u odnosu na one koje nisu zamijecena
poviSena razina imunoglobulina A (IgA) te smanjeni broj B i T-CD4 stanica §to sugerira da
umjerena fizicka aktivnost ja¢a mikrobiotu i time doprinosi zastiti od infekcija (Pant i sur.,
2020; Matsumoto 1 sur., 2008). No, u slucaju preintenzivne fizicke aktivnosti zamijecen je
obrnuti u¢inak. Povecan je oksidativni stres 1 propusnost crijeva, zamijecene su povisene razine
Haemophilus vrsta koje poti¢u rast patogena te su smanjene Bacteroides vrste za 69 % u odnosu

na period prije intenzivne fizicke aktivnosti (Wegierska i sur., 2022; Grosicki i sur., 2019).

2.1.2. Utjecaj prebiotika na sastav gastrointestinalne mikrobiote

Kao jedan od najvaZznijih vanjskih ¢imbenika koji utjece na odrZavanje homeostaze
crijevne mikrobiote isticu se prehrambena vlakna. Zbog svojeg sastava (mogu biti topljiva, ali
1 netopljiva) nije th moguce razgraditi ili apsorbirati u gornjim dijelovima GI trakta zbog cega
se fermentiraju u nizim dijelovima (Umu i sur., 2017).

Prebiotici su subgrupa topljivih prehrambenih vlakna ¢ija je glavna karakteristika
selektivna stimulacija rasta i/ili aktivnosti crijevnih bakterija (Gibson i sur., 2004). U neke od
najucestalije koriStenih prebiotika ubrajaju se inulin, fruktooligosaharidi, galaktooligosaharidi
1 oligosaharidi maj¢inog mlijeka. JoS uvijek nije poznato da li prebiotici stimuliraju ili bi trebali
stimulirati samo jednu bakterijsku vrstu ili odredeni broj vrsta, ali je potvrdeno kako
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povecéavaju aktivnost i zastupljenost Lactobacillus i Bifidobacterium vrsta (Wang i sur., 2020).
Proizvodeci laktat, acetat, kratkolancane masne kiseline (uglavnom butirat, acetat i propionat)
odredene bakterijske vrste uzajamnim prihranjivanjem stimuliraju rast drugih beneficijalnih
bakterija gastrointestinalnog trakta (Umu i sur., 2017). Primjerice, fermentacijom prebioti¢kog
vlakna komercijalnog imena ‘“Nutriose” (ROQUETTE) bakterijske vrste Lactobacillus
proizvode kratkolancane masne kiseline i time snizavaju pH crijeva te smanjuju zastupljenost

patogenih vrsta Clostridium perfringens (Guerin-Derumaux, 2019).

2.1.3. Dominantne vrste bakterija humanog gastrointestinalnog trakta

Humani gastrointestinalni trakt predstavlja dinamican heterogeni sustav Ciji se sastav
znacajno razlikuje u sustavu i zastupljenosti od pocetnog do zavr$nog dijela. Najmanji broj
bakterija GI trakta se nalazi u Zelucu zbog izrazito kiselog pH okruZenja, a najzastupljenije
vrste su Lactobacillus, Candida, Streptococcus i Helicobacter pylori.

Zbog povoljnog pH okruzenja najveéi broj bakterija GI trakta obitava u crijevima i
gotovo sve su obligatni anaerobi jer sav dostupan kisik koristi E.coli. Prosje¢ni pojedinac sadrzi
oko 150 bakterijskih i dvije Archaea vrsta u crijevima koje se mogu grupirati u 8 koljena, 23
razreda, 38 redova, 18 porodica, 59 rodova i 109 vrsta (King i sur., 2019). Prema Americkom
nacionalnom institutu za zdravlje (eng. US National Institutes of Health, NIH) u ljudskim je
crijevima detektirano oko 2,000 vrsta i viSe od 500 je klasificirano u 12 koljena od kojih je 93,5
% pripadalo koljenu Pseudomonadota (Proteobacteria), dok su ostala dominantna koljena bila
Actinomycetota (sinonim Actinobacteria), Bacteroidota (sinonim Bacteroidetes) i Bacillota
(sinonim Firmicutes). Druga znanstvena istrazivanja kao najdominantnija bakterijska koljena
ispitivanih uzoraka isti¢u Firmicutes i Bacteroidetes (Wegierskai sur., 2022; King i sur., 2019).
Na nizim taksonomskim razinama, kao dominantni razredi izdvajaju su Clostridia (20,3 %),
zatim Bacteroidia (18,5 %) i redovi Bifidobacteriales (16,6 %), Enterobacterales (14 %) i
Lactobacillales (14 %). Na razini roda, koljeno Firmicutes se ras¢lanjuje na vise od 200
razli¢itih rodova kao S§to su  Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus
i Ruminicoccus. Rod Clostridium predstavlja 95 % Firmicutes koljena. Bacteroidetes se
uglavnom sastoji od rodova kao Sto su Bacteroides i Prevotella koji su uz Firmicutes
najdominantniji bakterijski rodovi. Koljeno Actinobacteria nacelno je manje zastupljeno i
sacinjeno je pretezito od bakterija roda Bifidobacterium (King i sur., 2019; Arumugam i sur.,
2011). Osim navedenih isticu se rodovi Faecalibacterium, Blautia i Clostridium. Tesko je

izdvojiti najdominantniju bakterijsku vrstu na razini cijele populacije. Najveci broj
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okarakteriziranih vrsta pripada rodu Blautia, dok najveéi broj vrsta zastupljenih u svim
uzorcima vrsti rodova Faecalibacterium i Bifidobacterium, primjerice Bifidobacterium longum
(Piquer-Esteban i sur., 2021; King i sur, 2019).

2.1.4. Utjecaj gastrointestinalne mikrobiote na cjelokupno zdravlje domacina

Spomenute bakterijske vrste u crijevima komuniciraju s ostalim organima putem
metabolita koji krvlju dopiru do svih dijelova tijela te na taj nacin utjeCu na razvoj i prevenciju
nekih od najucestalijih bolesti modernog drustva kao $to su kardiovaskularne bolesti, dijabetes,
demencija, rak, depresija i upalne bolesti crijeva (Afzaal 1 sur., 2022). Moze se re¢i kako
crijevni mikrobiom ima svojevrsnu funkciju endokrinog organa. Od navedenih bolesti, najvise
fascinira utjecaj kvalitete mikroflore crijeva na poremecaje centralnog zivéanog sustava poput
anksioznosti, depresije, shizofrenije i autizma. Bakterijske vrste poput Lactobacillus i
Bifidobacterium proizvode Gamma aminobutiri¢nu kiselinu (GABA) koja vezom crijeva
mozak vagus ziveem signalizira centralnom zivéanom sustavu ako se gastrointestinalni sustav
nalazi u stanju disbioze ili eubioze (optimalnog stanja crijevne mikrobiote) (Tenchov, 2022).
Ispitivanjem ucinkovitosti probiotika na depresiju pokazalo se kako probiotici imaju pozitivan
ucinak na redukciju simptoma depresije u odnosu na placebo skupinu (Zhang i sur., 2023). Kod
dojencadi, zamijec¢eno je kako se Bifidobacterium fermentacijom mlije¢nih oligosaharida
smanjuje rizik od razvoja alergije, infekcije mokraénih i respiratornih puteva te drugih upalnih
bolesti kod djece (Wicinski i sur., 2020). Ovaj podatak ne iznenaduje jer se upravo u crijevima
nalazi 80 % stanica imunosnog sustava ¢iji metaboliti pojacavaju proizvodnju antimikrobnih
peptida i sluzi od strane specijaliziranih crijevnih epitelnih stanica te stimuliraju sazrijevanje i
Sirenje regulatornth T stanica debelog crijeva (Schnupf 1 sur., 2018). Osim toga,
mikroorganizmi crijeva utjecu na regulaciju razine hormona i oksidativnog stresa u organizmu
lucenjem enzima i signalnih molekula. Bakterije sekrecijom B-glukuronidaze konvertiraju
estrogen u neaktivni oblik ¢ija razina ima presudnu ulogu u bolestima Zenskog reproduktivnog
sustava.

Potrebno je spomenuti kako crijevna mikrobiota moze djelovati i na progresiju bolesti.
Disbioza crijevne mikrobiote pokazala se glavnim uzro¢nikom dijabetesa. Znanstvena
istrazivanja pokazala su kako neuravnotezenost crijevne mikrobiote dovodi do stanja kroni¢ne
upale zbog prekomjerne aktivacije imunosnog sustava. Posljedicno dolazi do povecanog
lu€enja proupalnih citokina, imunosnih ¢imbenika koji remete funkciju inzulinskih receptora

zbog Cega stanice ne mogu iskoristavati glukozu iz krvi kao izvor energije (He i Li, 2020).
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Poremecaj metabolizma glukoze usko je povezan i s pretilosS¢u za koju je karakteristican
poviSen omjer Firmicutes/Bacteroidetes (Liu i sur., 2021). Zbog sveukupne vaznosti utjecaja
crijevne mikrobiote na progresiju bolesti, kao nova metode lijeCenja pojavila se fekalna
transplantacija. Iako je metoda obecavaju¢a jer omogucéava uspostavljanje uravnotezene

mikroflore, rizici od alergijske reakcije nisu zanemarivi (Laws, 2022).

2.2. ANALIZA GASTROINTESTINALNE MIKROBIOTE

Radi velikog interesa utjecaja crijevne mikrobiote na sveukupno zdravlje ¢ovjeka krajem
proslog stoljeca pocele su se razvijati metode za analizu mikrobiote ¢ovjeka. Prvotne metode
bile su ovisne o vremenu, temeljile su se pretezito na kultivaciji mikrobnih vrsta i izolaciji
pojedinih mikroorganizama poprac¢eno fenotipskom i1 genotipskom analizom. Nisu pokazale
pretjerane rezultate zbog financijske neisplativosti 1 moguénosti kultivacije tek 10-25 %
mikroorganizama crijeva (llumina, 2015; Jandhyala, 2015).

S razvojem metoda sekvenciranja znanstvenicima je omoguéen uvid u sastav crijevne
mikrobiote iz Sire perspektive i definiranje mikrobne zajednice unutar ¢ak samo jednog uzorka.
Za proucavanja nekultiviranih mikrobnih zajednica crijevne mikrobiote i davanja uvida u ne
samo prisutne mikrobne vrste, ve¢ i njihovu aktivnost kao najefikasnije metode pokazali su se
Sangerovo sekvenciranje rRNA gena, sekvenciranje druge generacije (NGS) i metagenomsko
sekvenciranje. NGS metode osim §to omogucuju znanstvenicima identifikaciju i Klasifikaciju
sloZzenih mikrobnih zajednica bez kultiviranja, pokazale su se financijski 1 vremenski
najisplativije. Nakon uspjesne izolacije nukleinske kiseline iz uzorka, unutar dva tjedna daju
rezultate sekvenciranja koji se potom analiziraju uz pomo¢ bioinformatickih alata. Ono §to je
najznacajnije, ove metode mogu u kratkom vremenu omoguciti otkrivanje novih vrsta u
uzorcima mikrobioma i olakSati otkrivanje gena virulencije 1 antimikrobne otpornosti (Ilumina,

2015).

2.2.1. Priprema uzoraka i izolacija genetskog materijala

Kod sekvenciranja nove generacije vrlo je vazno na adekvatan nacin prikupiti dovoljnu
koli¢inu uzorka crijevne mikrobiote. Idealna metoda za prikupljanje uzorka trebala bi biti
neinvazivna i zahtijevati §to manju pripremu ispitanika prije uzorkovanja. Pored toga, trebala

bi pruzati moguénost uzimanja uzorka s razli¢itih mjesta uz minimalno prisutnu kontaminaciju.



Trenutne tehnologije koriste uzorke prikupljene iz fecesa, crijevne tekucine ili biopsije crijeva.
Premda su znanstvena istrazivanja pokazala kako uzorak iz fecesa nije reprezentativan za cijeli
GI trakt, iz pragmati¢nih razloga i lake ponovljivosti uzorkovanja, upravo se on najcesce se
koristi u analizi mikrobiote GI trakta (Tang i sur., 2020). Nakon uzimanja uzorka, u veéini
istrazivanja uzorak se ne moze odmah obraditi zbog Cega je izuzetno vazno adekvatno
skladiStenje. U literaturi se kao “zlatni standard” za odredivanje profila crijevne mikrobiote
navodi trenutno zamrzavanje na -80 °C (Fouhy i sur., 2015). U situacijama kada to nije
izvedivo, skladiStenje na sobnoj temperaturi 24 sata ili tjedan dana na -20 °C omoguéava
zadrzavanje mikrobnog integriteta bez konzervansa (Tedjo i sur., 2015; Carroll i sur., 2012).
Dodatak konzervansa kao RNAprotect® Bacteria Reagent, te mjesavine 95 % etanola i acetona
pokazali su povecanje stabilnosti uzorka tijekom skladistenja (Kumar i Bhadury, 2022).
Danas na trzistu postoje puferi kao primjerice PB pufer koji omoguéavaju stabilnost
uzoraka na sobnoj temperature dulji vremenski period i predstavljaju odli¢nu alternativu brzom
zamrzavanju na -80 °C (Wu i sur., 2021). Kako bi u kasnijim koracima sekvenciranja bilo
moguce adekvatno pripremiti knjiznicu gena potrebno je izolirati odgovarajucu koncentraciju
DNA. U tu svrhu kako bi izolacija bila §to uspjesnija stanice se liziraju. Liziranje je moguce
provesti mehanickim, kemijskim i enzimskim metodama pri ¢emu su mehanicke metode
razbijanjem stanica ponovljenim udaranjem kuglica pokazale najbolje rezultate izolacije DNA
arheja i nekih bakterija (Salonen i sur., 2010). Nakon uspjes$nog liziranja izolacija se provodi
koristenjem nekih od komercijalno dostupnih pribora za uzimanje uzorka kao $to je QlAamp

PowerFecal Pro DNA Kit kompanije QIAGEN (Hadzi¢ i sur., 2022).

2.2.2. Sekvenciranje nove generacije u istrazivanju gastrointestinalne mikrobiote

U proucavanju filogenije i taksonomije uglavnom se koriste metode sekvenciranja druge
generacije (NGS) zbog moguénosti detekcije nekultiviranih mikrobnih vrsta, odredivanje
njihove funkcije i paralelnog sekvenciranja veceg broja uzoraka. Jedna od najcesé¢ih NGS
metoda za identifikaciju i karakterizaciju bakterija je amplikon sekvenciranje koje se temelji
na umnoZzavanju genetskog materijala lan€anom reakcijom polimerazom (engl. polymerase
chain reaction, od. PCR) istim setom specifi¢nih primera i sekvenciranjem umnoZzenog
produkta. Ciljana regija za umnaZanje su uglavnom 16S ribosomalni RNA (rRNA) geni zbog
¢ega se ova metoda i naziva 16S rRNA amplikon sekvenciranje. Navedeni geni su podjednako
distribuirani i viSe zastupljeni u odnosu na druge bakterijske gene, zbog ¢ega je jednostavnije

pratiti sa njima povezane zastupljenosti izmedu vrsta (Wensel 1 sur., 2022; Schluenzen, 2000).
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Nadalje, sastoje od visoko konzerviranih regija koje su kljuéne za amplifikaciju i
hipervarijabilnih regija koje ¢ine razliku izmedu vrsta mikroorganizama (Eurofins, 2023;
[lumina, 2015).

Prvi protokoli za NGS sekvenciranje zahtijevali su provodenje nasumicne fragmentacije
DNA ili RNA uzorka, gel elektroforezu, ligaciju oligonukleotida specifi¢nih za odredenu
platformu, PCR amplifikaciju s jednog kraja fragmenta (eng. single- read) i proc¢i$¢avanje
DNA. Uvodenjem sekvenciranja s oba kraja fragmenta (engl. paired-end) dobiven je duplo veci
broj sekvenci prilikom pripreme knjiznice i postignuto je znatno preciznije poravnanje u
odnosu na single-read sekvenciranje.

S razvojem Ilumina platforme trajanje pripreme knjiZnice drasticno se smanjilo te se
povecao raspon kao i fleksibilnost izlaznih podataka u rasponu od 1,8 Gb za ciljana istrazivanja
do gotovo 6 Tb za istrazivanja na razini populacije. Takoder, pojavili su se pribori koji
omogucuju provodenje sekvenciranja bez potrebe za provodenjem PCR reakcije 1 gel
elektroforeze. Ekonomicnosti i efikasnosti sekvenciranja velikog broja uzoraka pridonijelo je
multipleksiranje podataka. Multipleksiranje omoguc¢ava simultano sekvenciranje velikog broja
uzoraka uz ispravno identificiranje i sortiranje uzoraka prije analize rezultata (Menon, 2023.;
[lumina, 2015). Medutim, ako su za sekvenciranje koriSteni pribori koji ne ukljucuju
provodenje PCR reakcije, multipleksirani izlazni podaci nece biti precizni stoga je potrebno

unaprijed odrediti faktor kojim ¢e se skratiti vrijeme sekvenciranja.

2.2.3. Bioinformati¢ka analiza

Zahvaljuju¢i 16S rRNA sekvenciranju, kao i sekvenciranju cjelokupnog genoma
generiran je veliki broj metagenomskih baza podataka. Baze podataka, primjerice Ribosomal
Database Project i bioinformaticki alati kao $to je Quantitative Insights Into Microbial Ecology
(QIIME) omogucavaju analizu podatka dobivenih sekvenciranjem. Na temelju QIIME
bioinformaticke platforme razvijen je QIIME2 softver koji omogucéava analizu podataka o
razli¢itim mikrobiomima generiranih [lumina ili sli¢nim sekvencerima i usporedivanje s javno
dostupnim podacima (Caporaso i sur., 2010). Podaci dobiveni sekvenciranjem su u vecini
slu¢ajeva multipleksirani zbog cega ih je prije analize potrebno demultipleksirati.
Demultipleksiranje se provodi s obzirom na specifi¢ne sljedove nukeleotida koji su ligirani na
krajeve sekvenci multipleksiranjem (barkodove) kako bi fragmenti bili razvrstani prema
pripadaju¢im uzorcima. Kako bi rezultati analize bili vjerodostojni, potrebno je provjeriti

kvalitetu kontrole sekvenci. Tradicionalno, kvaliteta kontrole provodila se skradivanjem i
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filtriranjem sekvenci na temelju njihovih rezultata kvalitete pri ¢emu je slijedilo grupiranje u
Operativne taksonomske jedinice (OTU) na temelju unaprijed definirane razine sli¢nosti i
kvantificiranja. Razina od 97 % identi¢nosti sekvence Cesto se birala kao reprezentativna za
vrstu, a 95 % za rod (Bokulich i sur., 2018; llumina, 2015). Modernije varijante ispravljanja
amplikona temelje se na grupiranju koje se moze otkloniti QIIME2 dodacima DADA2 (q2-
dada2) i Deblur (g2-deblur), a za razliku od tradicionalne metode uspjesno rjesSavaju razlike od
samo jednog nukleotida. Prednost DADAZ2 nad Deblur-om je Sto ne zahtijeva spajanje sekvenci
od strane korisnika prije ispravka, a $to jako olakSava analizu ako je Zeljeno spajanje pair-end
sekvenci (Estaki i sur., 2020).

Za utvrdivanje prisutnih vrsta mikroorganizama, QIIME2 posjeduje dodatke za
predvidanje najvjerojatnije taksonomske pripadnosti kao $to je q2-feature-classifier. To
ukljucuje metode konsenzusa temeljene na poravnanju i Naivne Bayesove metode. Nevezano
koji Klasifikator se koristi, on mora biti podeSen na taksonomski definiranim referentnim
sekvencama koje pokrivaju regiju od interesa kao $to su Silva i Greengenes baze podataka
(Bokulich i sur., 2018). Rad s vise razli¢itih uzoraka ponekad iziskuje potrebu za utvrdivanjem
razlike izmedu grupa. S obzirom na tip podataka o mikrobiomu moguce je utvrditi razlike na
dvije razine. Alfa raznolikost daje uvid u razlike unutar uzorka pri ¢emu uzima u obzir strukturu
mikrobne zajednice s obzirom na broj taksonomskih grupa, raspodjelu ili oboje. Druga razina
koja se naziva beta raznolikost daje uvid u razlike izmedu uzoraka uzimaju¢i u obzir
prisutnost/odsutnost odredenih sekvenci ili njihovu zastupljenost. Obje razine mogu se
prikazati razli¢itim metrikama kao $to su Shannon indeks za alfa raznolikost i Bray—Curtis
(BC) razlicitost za beta raznolikost (Wills, 2019; Bray i1 Curtis, 1957).

Za utvrdivanje specifi¢nih vrsta mikroorganizama po kojima se statisticki razlikuju
skupine uzoraka QIIME2 u sklopu dodataka posjeduje statisticki alat “Analiza sastava
mikrobioma” (eng. analysis of composition of microbiomes, ANCOM). ANCOM, S§to je
kratica za Analysis of Composition of Microbiomes, statisti¢ka je metoda koja se koristi za
identifikaciju znacajki (npr. bakterijskih rodova) koje su razli¢ito zastupljene medu razli¢itim
skupinama u podacima mikrobioma, kao §to su sekvenciranje 16S rRNA ili podaci prikupljeni
kroz metagenomsko sekvenciranje. Osobito je koristan kada se radi o podacima o sastavu kao
Sto je najcesce koristena relativna zastupljenost razlicitih vrsta ili rodova u uzorku mikrobioma.
ANCOM je osmisljen kako bi se pozabavio problemima koji proizlaze iz same prirode
podataka o mikrobiomu, gdje je zbroj relativnih udjela konstantan unutar svakog uzorka.
Tradicionalne statisticke metode poput t-testova ili ANOVA nisu prikladne za podatke o

sastavu zbog svojih temeljnih pretpostavki. U QIIME2 programskom paketu, rezultati

11



ANCOM analize mogu se vizualizirati pomocu razli¢itih alata za vizualizaciju dostupnih na
ovoj platformi. Postoji moguénost prikaza u vidu tzv. dijagrama vulkana (eng. volcano plot),
toplinske mape (engl. Heatmap), interaktivno i u vidu grafike kvartila. Dijagram vulkana Cesto
je koriStena vizualizacija u diferencijalnoj analizi obilja (engl. abundance). U QIIME 2, ovaj
grafikon prikazuje logaritamsku promjenu (veli¢ina u¢inka) na x-0sSi i negativni logaritam
prilagodene p-vrijednosti (ili druge statisticke mjere) na y-0si za svaki takson. Svi ovi dijagrami
pomazu identificirati koje vrste ili rodovi imaju znaCajno razliCite zastupljenosti. Ove
vizualizacije koriste se za bolje razumijevanje i tumacenje nalaza analize mikrobiote. (Mandal

i sur., 2015).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

U sklopu istrazivanja koristeni su:

a) Laboratorijski pribor
e Automatske pipete (20, 200, 1000 uL)
e pipetni nastavci
e staklene Case

e laboratorijske Zlice

b) Tehnic¢ka oprema
e C(entrifuga Universal 320 R, Hettich, Njemacka
e Analiticka vaga model Eclipse EBL 314i, Adam, Ujedinjeno Kraljevstvo
e Vorteks uniTEXER, LLG Labware, Njemacka
e Quantus FLUOROMETER, Promega, Njemacka
e Homogenizator Tehtnica MillMix20, Zelezniki, Slovenija

e Zamrziva¢ Forma 900 (-86 °C), Thermo scientific, Njemacka

c) Kemikalije
o QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit, QIAGEN, Njemacka
e etanol 70 %

e QuantiFluor ONE dsDNA System, Promega, Njemacka

d) bioloski uzorak

Za analizu su koriSteni uzorci fecesa koSarkaSa od kojih je devet konzumiralo Nutriozu
(eksperimentalna skupina, “prebiotici”), a devet Maltodextrin (kontrolna skupina, ”placebo”).
Uzorke su davali u periodu od cetiri tjedna (svaki tjedan jedan uzorak) te su uzorci po primitku

smrznuti na -80 °C do analize. Analiza je provedena na sveukupno 72 uzorka.
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3.2. UZORAK ISTRAZIVANJA

U istrazivanju je sudjelovalo osamnaest zdravih profesionalnih koSarkaSa iz istog
kosarkaskog tima. Prosjec¢na godina igraca je bila 18,44 + 0,70 godina, visina 193,6 + 6,35 cm
1 tezina 85,28 + 7,65 kg. Ispitanici koji su konzumirali antibiotike u periodu od tri mjeseca ili
manje i druge ergonegene agense mjesec dana prije istrazivanja iskljuceni su iz istrazivanja.
Takoder, ispitanici s dijabetesom tipa 1 i 2 iskljuceni su iz istrazivanja. Ispitanici su imali to¢no
odreden rezim treninga bez mogucnosti dodatnih treninga ili promjene rezima za vrijeme
trajanja istrazivanja. Radi oCuvanja privatnosti i zastite podataka svi ispitanici su se vodili u
Siframa. Ispitanici koji su konzumirali prebiotike su bili: LS, JB, FB, JG, SJ, MJ, M, AH, LB.
Ispitanici koji su bili dio kontrolne skupine su bili: LK, GA, GB, TR, MK, MV, DG, NB, NS.

3.3. SUPLEMENTACIJA

U ovom istrazivanju kao prebiotik je koriStena Nutrioza. Topljivo je vlakno dobiveno iz
kukuruza zbog ¢ega nacelno ne izaziva alergije 1 dobro je podnosljivo. Na 10 g sadrzi manje
od 0,3 % proteina, 0 g masti, manje od 15 % mono i disaharida, manje od 0,5 % sulfatnog
pepela (R.O.l.) i 8,5 g dekstrina (Anonymus, 2020). Eksperimentalna skupina (devet
ispitanika) je konzumirala 20 g Nutrioze dnevno raspodijeljeno u dvije doze tijekom Cetiri
tjedna.

Kontrolna skupina (devet ispitanika) je konzumirala Maltodextrin koji je jedan od
najcesSce koristenih kontrolnih pripravaka u ispitivanju prebiotickog efekta (Birkeland 1 sur.,
2021). Ima gotovo jednaku topljivost, okus i konzistenciju kao i Nutrioza. Obje skupine
ispitanika su konzumirale pripravke nakon svakog treninga (imali su dva treninga dnevno) u
prisustvu glavnog istrazivaca koji nije bio upucen u sastav suplemenata. U sluc¢aju slobodnog
dana ili dijela dana ispitanike se savjetovalo da konzumiraju suplemente i kao dokaz
konzumacije posalju sliku. Trajanje istrazivanja je odredeno na 4 tjedna kako bi se minimizirale
Sanse od prekida sudjelovanja uslijed Covid-19 pandemije i na temelju ve¢ postojeceg

istrazivanja utjecaja vlakna na sportsku izvedbu (Sugiyama i sur., 2017).
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3.4. METODE! 23

3.4.1. I1zolacija DNA

Izolacija 1 proc¢is¢avanje DNA mikrobiote iz uzorka ljudskog fecesa provedeno je prema
Quick Start protokolu proizvodaca u dva koraka. Prije samog procesa prazne “PowerBead Pro

Tube” su centrifugirane pri brzini okretaja od 15000 g/min 1,5 minutu.

I) Uzorci fecesa, koji su se ¢uvali na temperaturi od -80 °C, izvadeni su iz zamrzivaca kako bi
se otopili na sobnoj temperaturi. U prethodno centrifugirane ‘“PowerBead Pro Tube”
laboratorijskom zlicom je preneseno i izvagano analitiCkom vagom izmedu 230 i 250 mg
uzorka fecesa®. U svaku “PowerBead Pro Tube” sa uzorkom je potom dodano 800 pL CDI
reagensa nakon Cega su uzorci vorteksirani 5-10 sekundi. Razbijanje stanica uzorka je
provedeno na Institutu Ruder Boskovi¢, u Zavodu za kemiju materijala, Laboratoriju za

biotehnologiju u akvakulturi pomoéu homogenizatora Tehtnica MillMix20°.

I1) Homogenizirani uzorci su centrifugirani pri brzini okretaja 15000 g/min 1,5 minutu. Zatim
je preneseno do 700 pL supernatanta u “Microcentrifuge tube” od 2 mL. Dodano je 200 puL
CD2 reagensa te su uzorci vorteksirani u trajanju od 5 sekundi i potom centrifugirani pri
prethodno navedenim parametrima.

Preneseno je do 700 puL supernatanta u Ciste “Microcentrifuge tubes” od 2 mL. Dodano
je 600 uL CD3 reagensa i provedeno vorteksiranje 5 sekundi. Zatim je 650 pL lizata je
prebaceno u "MB Spin Column” 1 centrifugirano pri prethodno navedenim parametrima.
Odbacen je permeat i ponovljen je postupak dodavanja lizata 1 centrifugiranja. Permeat je
ponovno odbacen te je ponovljen postupak centrifugiranja. “MB spin column” su stavljene u
nove “Collection tube” od 2mL nakon ¢ega je u njih dodano 500 uLL EA reagensa. Uzorci su
centrifugirani te je zatim odbacen permeat iz “Collection tube”. Ponovljen je postupak
centrifugiranja nakon ¢ega su “MB spin column” stavljene u Ciste “Collection tube”. Dodano

je 500 pL CS5 reagensa u “MB spin column” te je provedeno centrifugiranje pri istim

1 Sve koristene kemikalije i tubice dobivene su u QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit-u.

2 sav dobiveni otpad je najprije uronjen u 70% etanol te je potom zbrinut u skladu s propisima.
3 Kompletni protokol se nalazi na stranici: www.giagen.com/HB-2560 .

4 7a uzorak $J4 stavljeno je 156 mg, MV3 252 mg i DG2 350 mg.

> Razbijanje stanica uzoraka MK4, TR3, TR1, AH3, MK3, MV3, GB3, JB1, LB4, JB4, IM4, DG2, JG4, GA4, TR4 je provedeno
vorteksiranjem 20 minuta pri maksimalnoj brzini.
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parametrima. Iz “Collection tube” je odbacen permeat nakon ¢ega je ponovno provedeno
centrifugiranje s istom “Collection tube”. Potom su “MB spin column” prebac¢ene u “Eluation
tube” od 1,5 mL. Dodano je 50 pL C6 reagensa u srediste filter membrane “MB spin column”,
nakon Cega je provedeno centrifugiranje pri brzini okretaja od 15000 g/min. Postupak je
ponovljen s istom koli¢inom C6 reagensa®. “MB spin column” su odbacena, a “Collection tube”

s izoliranom DNA koristene u fluorometrijskom odredivanju koncentracije.

3.4.2. Fluorometrijsko odredivanje koncentracije DNA mikrobne kulture u uzorcima’ 8

Za fluorometrijsko odredivanje DNA koriSteni su reagensi iz QuantiFluor ONE dsDNA
System tvrtke Promega. Prije samog fluorometrijskog odredivanja koncentracije DNA u
uzorcima pripremljeni su standard i slijepa proba prema protokolu Promega. Slijepa proba je
pripremljena tako da se u PCR epice od 0,5 mL dodalo 200 pLL QuantiFluor ONE dsDNA boje
12 pL TE pufera. Standard je pripremljen tako da je 1 uL QuatiFluor ONE Lambda DNA
standarda dodano u 200 pL. QuantiFluor ONE dsDNA boje u PCR epicu od 0,5 mL. PCR epica
sa standardom je vorteksirana i stavljena u mrak na 5 minuta. Uzorci su isto tako pripremljeni
u PCR epicama od 0,5 mL tako da je uzeto 2 pL uzorka izolirane DNA 1 dodano u 200 puL
QuantiFluor ONE dsDNA boje. Zatim su vorteksirani i stavljeni u mrak na 5 minuta. Nakon
isteklog vremena prvo je fluorometar kalibriran sa slijepom probom 1 standardom, nakon cega
su izmjerene koncentracije uzoraka. Uzorci su se pokazali zadovoljavajuci ako je izmjerena
koncentracija DNA u uzorcima bila ve¢a od 20 ng/mL. Nakon mjerenja koncentracije 25 pL
svih uzoraka je prebaceno u PCR epice od 1,5 mL. Epice su zapec¢acene parafinom za slanje

na sekvencioniranje.

3.4.3. Sekvenciranje uzoraka i obrada rezultata

Sekvenciranje DNA provedeno je u Molecular Research (MRDNA) u Texasu, SAD-u.
Amplikon pair-end sekvenciranjem sekvencirane su regije 3 i 4 16S rRNA gena sa setom
primera 341F (5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-3) i 806R (5°-
GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’). Za sekvenciranje je koriSten Illumina sekvencer.

® Uzorcima MK4, TR3, TR1, AH3, MK3, MV3, GB3, JB1, LB4, JB4, ]M4, DG2, JG4, GA4, TR4 dodano je samo jednom 50 pL C6
reagensa.

7 Sve otopine potrebne za odredivanje koncentracije DNA dobivene su u QuantiFluor ONE dsDNA System-u.
8 Kompletni protokol nalazi se na stranici: www.promega.com/protocols/ .
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Podaci sekvenciranja preuzeti su s “Illumina’s BaseSpace Sequence Hub” u formi paired-end,
multipleksirane fastq datoteke. Za obradu podataka sekvenciranja koriSten je 'Quantitative
Insights Into Microbial Ecology 2'° (QIIME2) softver verzije 2020.6. Prije obrade softverom
datoteke su demultipleksirane sabre alatom i unesene u formi manifest datoteke. Unesene
sekvence su filtrirane i obradene alatima trimming, denoising DADA2 programom. Nakon toga
je uslijedilo spajanje jer je koristeno pair-end sekvenciranje i kontrola potencijalne prisutnosti
Kimera. Za taksonomsko odredivanje koriSten je Naive Bayes classifier QIIME2 feature-
classifier alatom. Naive Bayes classifier je podeSen na SILVA bazi podataka, verziji 138 pri
¢emu su sekvence grupirane na temelju 99 % sli¢nosti. Za kalkulaciju alfa i beta raznolikosti
uzoraka generirano je filogenetsko stablo g2-phylogeny alatom. Za izracun alfa raznolikosti
koriSten je Shannon indeks, a za beta raznolikost Bray—Curtis metrika (Kers i Saccenti, 2021;
Kim 1 sur., 2017). Za utvrdivanje raznolikosti na taksonomskoj razini izmedu dviju skupina
koristen je ANCOM alat implementiran u QIIME2 softver. Usporedba je provodena na
taksonomskim razinama 1 prije svakog izracuna je tablici za odabranu taksonomsku razinu
dodan pseudocount, jer je alat osjetljiv na vrijednosti 0 u tablici frekvencije. Rezultati su
prikazani dijagramom vulkana na kojem se za vrste s visokom W vrijednosti smatralo da se
statisticki znac¢ajno razlikuju izmedu kontrolne skupine i skupine koja je konzumirala prebiotik
(Mandal i sur., 2015). Dobiveni izlazni podaci svih koriStenih alata su vizualizirani QIIME2
programom za vizualizaciju QIIME 2 View.

Za izradu grafickih prikaza zastupljenosti mikrobnih vrsta s obzirom na taksonomsku
razinu koristen je Python programski jezik, verzija 3.8.8 u Pycharm integriranom razvojnom
okruZenju. Za izradu grafika koristene su csv datoteke taksonomije preuzete s QIIME 2 View,

a rezultati su spremljeni u formi png.

9 Kompletan protokol za instalaciju softver nalazi se na stranici: https://giime2.org/ .
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

4.1.1. Analiza rezultata pojedinih mikrobnih vrsta u uzorcima

Analizom rezultata sekvenciranja DNA uzoraka fecesa iz grafickih prikaza dobivenih
vizualizacijom rezultata QIIME 2 softvera identificirana je 351 mikrobna vrsta kod 18
ispitanika. Za svakog ispitanika analiza je provedena na cetiri uzorka koji su uzimani u
razmacima od tjedan dana. Rezultati su analizirani na filogenetskim razinama domena, koljeno,
razred, red, porodica, rod i vrsta. Radi preglednosti grafickog prikaza vrste koje nisu bile

zastupljene u barem jednom uzorku ispitanika svrstane su u kategoriju “ostalo”.

a) Analiza rezultata sekvenciranja na razini domene

Iz slike 1 vidljivo je kako na razini domene, u ispitivanoj i kontrolnoj skupini, gotovo svi
prisutni mikroorganizmi pripadaju bakterijskim vrstama, dok su Archaea zastupljene u nekim
uzorcima u udjelu manjem od 1 %. (uzorci NS1, NS4, GA4, GA2, GB1, GAL, NS1, FB3, GB2,
GB3, FB4). Od toga odstupaju uzorci 14, u kojem su Archaea bile prisutne u udjelu od 2,5 % i
S4 u kojem su bile prisutne u udjelu od 1,01 % (prilog 1).
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placebo prebiotici

zastupljenost (%)
zastupljenost (%)

1 2 3 4 1 2 3 4

vrijeme (tjedni) vrijeme (tjedni)

BN Bacteria mmm ostalo

Slika 1. Zastupljenost mikroorganizama u ispitivanim uzorcima na razini domene

b) Analiza rezultata sekvenciranja na razini koljena

Ako se analizira bakterijska zastupljenost na razini koljena moze se zamijetiti kako su u
kontrolnoj skupini (“placebo®) 1 ispitivanim uzorcima (“prebiotici®) najzastupljenija

bakterijska koljena: Firmicutes, nesto manje Bacteroidota te Actinobacteriota.
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placebo prebiotici

zastupljenost (%)
zastupljenost (%)

1 2 3 4 1 2 3 4
vrijeme (tjedni) vrijeme (tjedni)
B Firmicutes B Proteobacteria

I Actinobacteriota I ostalo
B Bacteroidota

Slika 2. Zastupljenost pojedinih bakterijskih koljena u ispitivanim uzorcima

Udjeli pojedinih bakterijskih koljena u ispitivanim uzorcima prikazani su na slici 2. Koljeno
Firmicutes je generalno zastupljeno u ispitivanoj i kontrolnoj skupini u sli¢nim udjelima (66 %)
kroz ispitivani vremenski period. U “prebiotici” skupini udio navedenog koljena je porastao u
trecem tjednu za 6 % nakon ¢ega je uslijedio pad na prvotnu vrijednost, dok je u kontrolnoj skupini
udio s pocetne vrijednosti 64 % porastao na 66 % (slika 2).

Udio koljena Bacteroidota u obje skupine smanjio se kroz ispitivani vremenski period
pri ¢emu se nesto znacajnije smanjio u slucaju ispitivane skupine.

Iz slike 2 evidentan je porast koljena Actionobacteriota u skupini “prebiotici” s 9 % na
15 %. Porast navedenog koljena bio je prisutan i u kontrolnoj skupini, medutim, u zavrSnom
tjednu vrijednost se spustila 1 bila je jednaka pocetnoj.

U analiziranim uzorcima najmanje zastupljeno bakterijsko koljeno je bilo koljeno
Proteobacteria. Premda u obje skupine ne zauzima vise od 2 % ukupnih mikroorganizama, u
slu¢aju skupine koja je konzumirala prebiotike udio bakterija se povec¢ao za 100 %, dok se u

kontrolnoj skupini smanjio za 44 % (slika 2).
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c) Analiza rezultata sekvenciranja na razini razreda

Od navedenih koljena, u analiziranim uzorcima prevladavaju razredi Clostridia koljena
Firmicutes, Bacteroidia koljena Bacteroidota, Bacilli koljena Firmicutes i Actinobacteria
koljena Actinobacteriota.

placebo prebiotici
1.0 1
0.8 1
= =
= = 0.6
[=] [=]
= =
L i
= =
=] =
@ T 0.4
] ]
0.2 1
0.0 -
1 2 3 4 1 2 3 4
vrijeme (tjedni) vrijeme (tjedni)
B Clostridia B Bacilli
mmm Coriobacteriia EEE Negativicutes
EEE Bacteroidia m Actinobacteria
mmm Gammaproteobacteria mmm ostalo

Slika 3. Zastupljenost pojedinih bakterijskih razreda u ispitivanim uzorcima

Zastupljenost pojedinog razreda u ispitivanim uzorcima vidljiva je na slici 3.
Zastupljenost razred Clostridia se u “placebo” skupini u drugom tjednu povecala za 8 % nakon
cega je pala na 52 % 1 nije se mijenjala. U slucaju skupine koja je konzumirala prebiotike
promjene zastupljenosti je pratio pad za 5 %, rast za gotovo za 10 % i zatim pad za 15 %.
Smanjenje zastupljenosti evidentno je i u slu¢aju razred Bacteroidia ¢iji se udio smanjio kroz
ispitivani period za 26 % u “prebiotici skupini 1 neSto manje (8 %) u kontrolnoj skupini.
Iznenadujuca je Cinjenica kako se udio razred Bacilli koljena Firmicutes duplo povecao kod
ispitanika koji su konzumirali prebiotike, za razliku od “placebo* skupine gdje je porast bio
manji (slika 3). U sluc¢aju razred Actinobacteria zastupljenost skupine “prebiotici” porasla je

sa 9 % na 14 %, dok kod kontrolne skupine nije zamije¢ena znacajna promjena.
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Iz slike 3 vidljivo je kako su u obje skupine najmanje bili zastupljeni razredi
Coriobacteriia koljena Actinobacteri, Gammaproteobacteria koljena Proteobacteria i
Negativicutes koljena Firmicutes. U skupini “prebiotici” razreda Coriobacteriia evidentno je
utrostrucenje udjela u odnosu na prvotnu vrijednost. Jednako toliko smanjenje vidljivo je kod
bakterija razreda Negativicutes. U slucaju kontrolnih skupina spomenutih razreda primijecene
su sli¢ne promjene bakterijske zastupljenosti kao i kod skupina koje su konzumirale prebiotike.
Zastupljenost razreda Coriobacteriia porasla je sa 0,6 % na 0,9 %, a Negativicutes se smanjila
sa 0,9 % na 0,7 % (slika 3). Osim navedenog, u kontrolnoj skupini smanjila se i zastupljenost
razreda Gammaproteobacteria ¢iji se udio kod skupine “prebiotici” nakon pada u treCem tjednu

vratio na pribliZzno prvotnu vrijednost.

d) Analiza rezultata sekvenciranja na razini reda

Ako se razmatra raznolikost mikroorganizama na razini reda, mikrobnoj raznolikosti

najvise doprinose redovi Lachnospirales i Oscillospirales razreda Clostridia.

placebo prebiotici

zastupljenost (%)
zastupljenost (%)

1 2 3 4 1 2 3 4

vrijeme (tjedni) vrijeme (tjedni)

BN Lachnospirales W Lactobacillales

W Bacteroidales BN pPeptostreptococcales-Tissierellales

mmm cCoricbacteriales . Monoglobales

mmm Oscillospirales I Clostridiales

mmm Erysipelotrichales mmm Bifidobacteriales

B Christensenellales @ ostalo

Slika 4. Zastupljenost pojedinih bakterijskih redova u ispitivanim uzorcima
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Iz slike 4 moze se zamijetiti kako udio reda Lachnospirales u obje skupine varira, no
suprotnim trendovima. Dok u slu¢aju kontrolne skupine udio prvo raste, u slu¢aju skupine koja
je konzumirala prebiotike prvotno pada pa raste te se takvo ponaSanje ponavlja u predstoje¢im
vremenskim periodima. U sluc¢aju redova Oscillospirales i Bacteoroidales razreda Bacteroidia,
vidljive su gotovo jednake promjene zastupljenosti u slucaju kontrolne i ispitivane skupine.
Potrebno je istaknuti kako su puno vece promjene udjela u slucaju skupine “prebiotici” nego
“placebo”. Udio reda Oscillospirales skupine “prebiotici” se kroz prva tri tjedna povecao za 13
% 1 zatim smanjio za 16 %. U slu¢aju kontrolne skupine, udio istoimenog reda pada do zadnjeg
tjedna u kojem se povecava za 8 %. U slucaju reda Bacteroidales skupine “prebiotici”, prvotni
rast nije bio znacajan (2 %), ali je nakon njega uslijedio pad za 29 % (slika 4). Zastupljenost
spomenutog reda kontrolne skupine mijenjala se za isti udio kao i kontrolne skupine reda
Oscillospirales.

Od prisutnih redova, najvea razlika izmedu “prebiotici” i1 ’placebo” skupine je
primijecena u redu Erysipelotrichales ¢ija se zastupljenost povecala za 61 % vise kod
“prebiotici” skupine nego kod “placebo”.

Ako se promotri graficki prikaz slike 4, moze se zamijetiti kako su u svim ispitivanim
uzorcima najmanje bili zastupljeni redovi Coriobacteriales razreda Coriobacteriia,
Monoglobales i Christensellales razreda Clostridia.

Promjena zastupljenosti Coriobacteriales bila je jednaka u obje grupe, dok se udio
Monoglobales skupine “’prebiotici” nakon pocéetnog smanjenja povecao, pritom je u skupini
“placebo” zastupljenost bila promjenjiva sa smanjenjem do Cetvrtog tjedna.

Zanimljive su promjene reda Christensenellales kod kojeg se u kontrolnoj skupini udio
bakterija smanjio za 29 % u odnosu na pocetnu vrijednost. U “prebiotici” skupini udio reda
Christensenellales je tijekom cijelog ispitivanog perioda bio promjenjiv (slika 4). Ono $to je
isto tako zanimljivo je vidno veca zastupljenost udijela reda Lactobacillales razreda Bacili u

kontrolnoj skupini nasuprot ispitivanoj.

e) Analiza rezultata sekvenciranja na razini porodice

Uvidom u graficki prikaz Qiime 2 racunalnog alata vidljivo je kako su od navedenih
redova u ispitivanim uzorcima najzastupljenije porodice Bacteroidaceae reda Bacteroidales,

Lachnospiraceae reda Lachnospirales i Ruminococcaceae reda Oscillospirales.
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placebo prebiotici

zastupljenost (%)
zastupljenost (%)

1 2 3 a ' 1 2 3 4
vrijeme (tjedni) vrijeme (tjedni)
I Lachnospiraceae I Rikenellaceae B Oscillospiraceae B Streptococcaceas WM Clostridiaceae mm Bifidobacteriaceae
I Tannerellaceae I christensenellaceae Peptostreptococcaceae B Pasteurellaceae B FErysipelotrichaceae WM Coricbacteriaceae
BN Ruminococcaceas WM group B Erysipelatoclostridiaceae B Monoglobaceae B Butyricicoccaceae ostalo

B Bactercidaceae

Slika 5. Zastupljenost pojedinih bakterijskih porodica u ispitivanim uzorcima

Porodica Lachnospiraceae je od navedenih porodica najzastupljenija u obje skupine sa
zastupljenoSc¢u preko 20 % 1 to u obje skupine. ViSe je zastupljena u “prebiotici” skupini gdje
predstavlja 29 % ukupne mikroflore. Iz slike 5 vidljiva je opre¢na promjena udjela navedene
porodice izmedu kontrolne i prebiotic skupine. Dok se u slucaju “placebo” skupine udio
prvotno povecao za 13 %, u “prebiotici” skupini se smanjio za 7 %. Priblizno duplo manje u
odnosu na porodicu Lachnospiraceae, uzorci sadrze porodicu Bacteroidaceae (izmedu 8 i 16
%). U obje skupine zastupljenost prvotno opada te u zadnjem tjednu raste s jedinom znacajnom
razlikom puno izrazenijeg pada i rasta u skupini koja je konzumirala prebiotike (slika 5).

Zastupljenost porodice Ruminococcaceae ne mijenja se drasticno u uzorcima. Iz
grafickog prikaza slike 5 evidentno je kako se udio navedene porodice u tre¢em tjednu u
kontrolnoj skupini smanjio za 16 % i zatim porastao na gotovo prvotnu vrijednost, dok je u
ispitivanoj skupini u drugom tjednu poceo rasti do 20 % i zatim u finalnom tjednu se smanjio
za 18 % (slika 5). Najveca razlika promjene zastupljenosti izmedu dvije skupina vidljiva je u
slucaju porodice Pasteurellaceae reda Pasteurellales. Udio navedene porodice se u slucaju
’placebo” skupine prvo smanjio za 64 % i potom porastao za 122 %. U slucaju prebiotici”
skupine udio se smanjio za 81 % nakon ¢ega je uslijedio porast za 1329 % (prilog 2).

Medu svim uzorcima najmanje su bile zastupljene porodice

[Eubacterium]_coprostanoligenes_group (u grafickom prikazu obiljezeno kao “group”) i
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Oscillospiraceae reda Oscillospirales. U skupini “placebo” prve navedene porodice vidljiv je
porast od 157 % nakon kojeg je uslijedio pad za 96 % (prilog 2). Udio navedene porodice se u
slucaju ”prebiotici” prvo smanjio za 33 % 1 zatim povecao za 83 %. Zanimljivo je kako se
zastupljenost porodice Oscillospiraceae jednako mijenjala u obje skupine. Samo u slucaju
skupine koja je konzumirala prebiotike vidljivo je 20 %-tno smanjenje. Iz slike 5 vidljivo je
kako je smanjenje udjela porodice Oscillospiraceae pra¢eno porastom udjela porodice
Bifidobacteriaceae reda Bifidobacteriales u slucaju “prebiotici” skupine za 61 %. Zastupljenost
iste porodice “placebo” skupine se kroz prva tri tjedna povecala za 28 % i potom smanjila na

prvotnu vrijednost (7 %).

f) Analiza rezultata sekvenciranja na razini roda

ProSiri li se analiza na razinu roda, iz grafickog prikaza QIIME2 racunalnog alata
evidentno je kako su tri najzastupljenija roda u ispitivanim uzorcima: rod Bacteroides porodice

Bacteroidaceae, rod Blautia porodice Lachnospiraceae i rod Faecalibacterium porodice
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mmm ['Christensenellaceae’, 'R-7", ‘group’] B ['Streptococcaceae;g’, ", 'Streptococcus'] mm ['Lachnospiraceae:g', "', 'Roseburia’] B ['ostalo']

mmm [‘Ruminococcaceae;g’, ", 'Faecalibacterium'] mmm ['Lachnospiraceae;qg’, ", 'Coprococcus']

Slika 6. Zastupljenost pojedinih bakterijskih rodova u ispitivanim uzorcima

Slika 6 prikazuje zastupljenost mikrobnih vrsta u ispitivanim uzorcima na razini roda.

Vidljivo je kako se udio roda Bacteroides u kontrolnoj skupini prvotno povecava sa 16 % na
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18 %, zatim smanjuje na 11 % i ponovno povecava do 16 %. U skupini koja je konzumirala
prebiotike udio navedenog roda prvotno opada za skoro 50 % i zatim raste do vrijednosti od
12 % ukupnih mikroorganizama. U slucaju roda Faealibacterium skupine “prebiotici” udio
bakterija prvo raste sa 9 % na 10 % i zatim se smanjuje na 7 %. Udio istoimenog roda u skupini
“placebo” smanjuje se sa 11 % na 6 % i zatim raste na prvotnu vrijednost (slika 6). Udio roda
Blautia u obje skupine kreée se oko 7 % i gotovo se ne mijenja tijekom ispitivanog perioda.

Od ukupno navedenih mikrobnih rodova na slici 6 najmanje zastupljeni pokazali su se
rodovi Colinsella porodice Coriobacteriaceae, Butyricicoccus porodice Butyricicoccaceae i
Roseburia porodice Lachnospiraceae. U slucaju kontrolne skupine udio Colinsella se u
drugom tjednu smanjio za 17 %, zatim porastao za 80 % i u zadnjem tjednu smanjio za 22 %.
Zastupljenost navedenog roda se u skupini koja je konzumirala prebiotike prvotno smanjila za
33 % i zatim povecala za 250 % (slika 6).

Zastupljenost Butyricicoccus se opre¢no mijenjala u ispitivanim skupinama. U “placebo”
skupini broj bakterija se u poc¢etku smanjio za 25 % 1 zatim porastao za istu vrijednost, dok je
u ”prebiotici” skupini broj prvo porastao za 25 % i potom se smanjio za jednaku vrijednost.
Suprotne promjene zastupljenosti bile su prisutne i kod roda Roseburia. Udio navedenog roda
“placebo” skupine je rastao sa 0,5 % do 1 %, zatim da bi se zatim ponovno smanjio na 0,7 % i
ponovno porastao do 1,3 %. Kod “prebiotici” skupine zastupljenost se prvo smanjila sa 0,4 %
na 0,2 %, porasla do 0,5 % te se potom smanjila na 0,4 %.

Ono $§to iznenaduje su promjene zastupljenosti rodova Ruminococcus porodice
Ruminococcaceae te [Eubacterium]_coprostanoligenes_group porodice
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group. 1z priloga 3 vidljivo je kako se zastupljenost roda
Ruminococcus “prebiotici” skupine nije mijenjala nakon po¢etnog pada od 50 %. Zastupljenost
spomenutog roda “prebiotici” skupine se u prvom tjednu smanjila sa 2,5 % na 1 %, zatim
porasla na 4 % i smanjila se na 16 % (prilog 3). Udio roda
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group je kod “placebo” skupine porastao za 157 % i potom
se smanjio za 55 %. S druge strane, zastupljenost [Eubacterium]_coprostanoligenes_group se
u “prebiotici” skupini smanjila za 33 %1 do kraja vremena intervencije povecala za 66 % (slika

6).
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g) Analiza rezultata sekvenciranja na razini vrste

Promatra li se analiza na razini vrste, iz rezultata QIIMEZ2 alata za vizualizaciju evidentno
je kako najveé¢i udio ukupnih mikrobnih vrsta predstavlja neidentificirana vrsta roda

Faecalibacterium, neidentificirana vrsta roda Blautia te Bacteroides uniformis porodice
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Slika 7. Zastupljenost pojedinih bakterijskih vrsta u ispitivanim uzorcima

1z slike 7 vidljivo je kako se udio neidentificirane vrste porodice Faecalibacterium u
“placebo” u prva dva tjedna smanjio za 94 % i u zadnjem tjednu porastao za istu vrijednost. U
slu¢aju skupine “prebiotici” udio se prvotno povecao za 40 % i zatim smanjio za isti iznos.
Zastupljenost neidentificirane vrste roda Blautia se u slucaju “placebo” skupine nije mijenjala
tijekom ispitivanog vremena, dok je u “prebiotici” skupini varirala od 7 % do 8 % (slika 7).
Zastupljenost vrste Bacteroides_uniformis se u obje ispitivane skupine smanjila tijekom Cetiri
tjedna pri cemu se u slu€aju skupine koja je konzumirala prebiotike dvostruko manje smanjila.
Iz priloga 4 vidljivo je kako su najmanje zastupljene vrste neidentificirana vrsta porodice
Lachnospiraceae, neidentificirana vrsta roda Butyricicoccus i neidentificirana vrsta roda
Incertae_Sedis. Neidentificirana vrsta porodice Lachnospiraceae zauzima niti 1 % ukupne
mikroflore u svim ispitivanim uzorcima. U kontrolnoj skupini zastupljenost je u drugom tjednu

27



porasla sa 0,4 % na 0,9 %, zatim se smanjila na 0,3 % i u zadnjem tjednu porasla na 1 %. U
slucaju skupine koja je konzumirala prebiotike vidljive su oprecne promjene zastupljenosti.
Nakon pada sa 0,7 % na 0,4 % u tre¢em tjednu je uslijedio ponovni rast na prvotnu vrijednost
I zatim ponovno pad na 0,3 %. 1z slike 7 vidljivo je kako se zastupljenost neidentificirane vrste
roda Butyricicoccus nije mijenjala tijekom ispitivanog perioda kod kontrolne skupine, dok je u
jednakom udjelu bila prisutna u skupini ”prebiotici” (0,3 %), uz iznimku kratkotrajnog rasta u
predzadnjem tjednu na vrijednost 0,4 %. Zastupljenost neidentificirane vrste roda oznacenog
kao Incertae_Sedis jednako se mijenjala u obje skupine za sli¢ne vrijednosti. Od ostalih
prisutnin  mikrobnih  vrsta u uzorcima isticu se neidentificirana vrsta roda
[Eubacterium] _hallii_group, nekultivirane vrste roda Monoglobus i neidentificirana vrsta roda
[Ruminococcus]_torques_group.

Udio prve vrste u kontrolnoj skupini prvo se povecao za 50 % i zatim smanjio za isti
postotak. U slucaju skupine koja je konzumirala prebiotike udio se prvo smanjio za 6 %, zatim
povecao za 13 % i potom smanjio za 8 % (slika 7). Smanjenje zastupljenosti nekultivirane vrste
roda Monoglobus u kontrolnoj skupini pratilo je duplo manje poveéanje u “prebiotici” skupini.
Jednako  ponaSanje  zamije¢eno je i kod  neidentificirane = vrsta  roda
[Ruminococcus]_torques_group u kojoj je porast u “prebiotici” skupini bio samo 13 % manji

u odnosu na pad udjela skupine “placebo” (slika 7).

4.1.2. Analiza rezultata ANCOM testa

S ciljem utvrdivanja statisticki najznacajnije razlike u promjeni zastupljenosti mikrobnih
vrsta skupine koja je konzumirala i koja nije konzumirala prebiotike provedena je ANCOM
analiza (Analysis of Composition of Microbiomes).

Vizualizacijom dobivenih rezultata Qiime2view alatom za vizualizaciju nije zamijec¢ena
statisti¢ki znacajna razlika u sastavu crijevnog mikrobioma izmedu kontrolne skupine i skupine

koja je konzumirala prebiotike na taksonomskim razinama niZim od roda.
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Slika 8. Vizualni prikaz rezutata ANCOM analize na razini roda

Iz slike 8 vidljivo je kako na razini roda postoji statisti¢ki znacajna razlika u jednom
bakterijskom rodu. Analizom dobivenog grafickog prikaza u Qiime2view alatu ustanovljeno

je kako se radi o neidentificiranom bakterijskom rodu porodice Ruminococcaceae.
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Slika 9. Vizualni prikaz rezutata ANCOM analize na razini vrste

Daljnjom analizom na razini vrste utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu dviju
skupina u tri bakterijske vrste. Iz ANCOM statistickih rezultata utvrdeno je kako se radi o
(gledano s lijeva na desno) neidentificiranoj vrsti porodice Ruminococcaceae, neidentificiranoj
vrsti metagenome roda Faecalibacterium i neidentificiranoj vrsti gut_metagenome roda
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group (slika 9). Dvije grupe se statisticki najvise razlikuju
u zastupljenosti neidentificirane vrste porodice Ruminococcaceae. Nakon navedene vrste,

najvea je razlika u neidentificiranoj vrsti metagenome roda Faecalibacterium i zatim
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Shannon indeks

neidentificiranoj vrsti gut_metagenome roda [Eubacterium]_coprostanoligenes_group (slika
9).

4.1.3. Analiza rezultata alfa i beta raznolikosti

S ciljem usporedivanja raznolikosti unutar uzorka i izmedu uzoraka izraunate su alfa i
beta raznolikosti Qiime2 racunalnim alatom, a rezultati vizualizirani Qiime2view racunalnim

alatom.

T2
7.0+

6.8+

6.6

6.4+

6.2+

6.0+

5.8+

5.6+

5.4+

5.2+ [ ]

5.0+
L

4.5

[ ]
T

4.6

placebo prebiotici

30



b)

Shannon indeks

T2

704

os- E

6.6 - o —

= | I =
= e R O ===
E@ = =

5.4+

52

5.0+

4.8

4.8

n=4)1®

)
)
)

)
n=4)-
4

1)

AH (i
DG
FB
FG
G
GB(
J
JG (i
M
LB (s
LS (n=4)
M
MK
MV
NE (i
NS (i
EY
TR

inicijali
Slika 10. Graficki prikaz rezultata alfa raznolikosti a) s obzirom na konzumaciju prebiotika i

b) s obzirom na ispitanike

Iz rezultata vizualizacije alfa raznolikosti vidljivo je kako postoji statisti¢ki znacajna
razlika u alfa raznolikosti unutar uzorka ako se uzorci promatraju na razini svakog pojedinca
(p<0,05). No, ako se kao uzorak promatraju skupine “placebo* 1 “prebiotici* vidljivo je kako
ne postoji statisti¢ki znacajna razlika unutar uzorka (p=0,126). Iz slike 10 b moze se zamijetiti
da je Shannon index ve¢i uuzorcima GA, FB, FG, DG u odnosu na ostale ispitanike Sto upucuje
nato da uzorci GA, FB, FG, DG imaju ravnomjerniju distribuciju mikrobne raznolikosti unutar
svoja Cetiri uzorka. Nadalje, u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanici koji su konzumirali
prebiotike (SJ i AH) imaju smanjenu alfa raznolikost.

Pri promatranju uzoraka kod skupine koja je konzumirala i nije konzumirala prebiotike
zamijecena je smanjena alfa raznolikosti U skupini “prebiotici” (slika 10 a). Drugim rije¢ima,
evidentno je kako ispitanici koji nisu konzumirali prebiotike imaju bogatiji i ravnomjernije

distribuiranu mikrobnu raznolikost unutar uzorka.
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Udaljenost od skupine prebiotici
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Slika 11. Graficki prikaz rezultata beta raznolikosti a) s obzirom na konzumaciju prebiotika i

b) za ispitanika MK s obzirom na ostale ispitanike
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Permanova (PERmutational Multivariate ANalysis of VAriance) testom beta raznolikost
grupe koja je konzumirala i koja nije konzumirala prebiotike pokazalo se kako se mikrobni
sastav ne razlikuje izmedu ispitanika koji su konzumirali prebiotike i ispitanika koji nisu,
izuzev par vrijednosti koje odskacu od prosjeka (slika 11 a). Analizom beta raznolikost s
obzirom na pojedine ispitanike na primjeru ispitanika MK utvrdeno je kako postoji razlika u
slicnosti izmedu sastava crijevne mikrobiote ispitanika koji su konzumirali prebiotike i onih
koji nisu. Iz slike 11 b vidljivo je kako je generalno sastav ispitanika AH koji je konzumirao
prebiotike sli¢niji ispitaniku MK nego Sto je sastav ispitanika GA koji nije konzumirao.
Medutim, to nije vidljivo na primjeru svih ispitanika koji su konzumirali prebiotike (LS, Jb,
FB, JG, SJ, MJ, IM, AH, LB) zbog ¢ega se ne moze zakljuciti da li je doslo do promjene beta

raznolikosti.

4.2. RASPRAVA

Usporede li se dobiveni rezultati analize zastupljenosti pojedinih bakterijskih koljena u
ispitivanim uzorcima s istrazivanjem Gacesa 1 suradnika (2022) evidentno je kako su prisutna
ista bakterijska koljena, no u drugacijoj zastupljenosti (slika 2). Naime, rezultati provedene
analize u ovom diplomskom radu pokazali su kako je najzastupljenije koljeno Firmicutes (67
%), dok su rezultati istih autora (Gacesa i sur., 2022) istaknuli koljeno Bacteroidota kao najvise
zastupljeno. Razlog tome moze se pripisati okolisu ispitanika i uvjetima kojima su bili izlozeni
u ranom djetinjstvu. Nadalje, usporede li se rezultati sekvenciranja na razini porodice (slika 5)
s najces¢im bakterijskim porodicama ispitanika koji su zivjeli u urbanoj sredini vidljivo je kako
su jedne od najzastupljenijih porodica Bacteroidaceae i Lachnospiraceae prisutne u visokim
udjelima kod pripadnika urbane sredine (Rosas- Plaza i sur., 2022, Gupta i sur., 2017). ProSiri
li se utjecaj prebivalista na geografsku pripadnost, koljeno Firmicutes koje je najzastupljenije
koljeno kod uzoraka iz ovog diplomskog rada, takoder se navodi kao visoko zastupljeno kod
Europske djece (Gupta i sur., 2017).

Razmotri li se za koju su prehranu tipi¢ne bakterije navedenih ispitanika, pregledom
literaturnih podataka, vidljivo je da se najdominantnije vrste povezuju sa prehranom bogatom
zivotinjskim mastima i proteinima (Rosas- Plaza i sur., 2022, Gupta i sur., 2017). Uz to,
povecan omjer Firmicutes u odnosu na Bacteroidota u ispitivanim uzorcima sugerira kako su
se ispitanici uglavnom hranili “zapadnjac¢kom” prehranom u kojoj dominira procesirana hrana

(Beam i sur., 2021).
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Osim prehrane, kao vazan faktor koji utjeCe na sastav crijevnog mikrobioma se pokazao
stres. Geng i suradnici (2020) su ispitivanjem ucinka psiholo$kog stresa na promjene u
crijevnom mikrobiomu dosli do zakljuc¢ka kako je izlaganje psiholoskom stresu dovelo do
povecéanja zastupljenost rodova Allisonella, Globicatella, Odoribacter sto je zamijeceno i kod
ispitanika AH, JM, GA, FB, JB, MJ, DG. No, nisu svi ispitanici bili dio ciljne skupine zbog
Cega se konzumacija prebiotika Nutrioze ne moze dovesti u korelaciju s vezom crijeva-mozak.
Literaturni podaci navode kako vjezbanje generalno povecava bakterijsku raznolikost i
zastupljenost, poglavito vrsta koje proizvode butirat kao Sto je porodica Lachnospiraceae,
najzastupljenija porodica u obje skupine ispitivanih uzoraka (Torquati i sur., 2023). Osim toga,
Torquati i suradnici (2023) isti¢u kao karakteristiku osoba koje su se kontrolirano bavile
fizickom aktivnoscu veliki omjer koljena Firmicutes i Bacteroidota, §to je i vidljivo u
rezultatima ovog eksperimentalnog rada jer su se svi ispitanici aktivno bavili sportom.
Zanimljivo je da neka istraZivanja navode kako promjene u sastavu crijevne mikrobiote utjecu
na komponente sportske izvedbe kao §to su apsorpcija nutrijenata iz hrane i oporavak misica
(Miranda- Comas i sur., 2022). S druge strane, istrazivanje Hadzi¢a i suradnika (2022)
pokazalo je kako konzumacija prebiotika Nutrioze nije utjecala na sportsku izvedbu ispitanika,
stoga se povezanost mikrobnog sastava i kvalitete sportske izvedbe ne moze uzeti sa
sigurnoscu.

Pregledom literaturnih podataka o ucinku konzumacije prebiotika Nutrioze na sastav
crijevne mikrobiote, zamijeceno je da se kao posljedica konzumacije navodi porast
Bifidobacterium i Lactobacillus vrsta. Usporedi li se zastupljenost Bifidobacterium u
analiziranim uzorcima moze se primijetiti kako ispitanici koji su konzumirali prebiotike (LS,
JB, FB, JG, SJ, MJ, JM, AH, LB) imaju ve¢i udio navedenog bakterijskog roda u odnosu na
one koji nisu. Stovise, gledano na pojedina¢ne rezultate, evidentno je kako je veéi udio
bakterija bio prisutan u uzorcima pred kraj istraZivanja, nego onima uzetim na pocetku.
Nadalje, literaturni podaci navode porast rodova Bacteroides, Parabacteroides, Coprococcus
i Lachnospira kod ispitanika koji su konzumirali Nutriozu (Thirion i sur., 2022; Berard i sur.,
2009). 1z grafickog prikaza analize rezultata sekvenciranja na razini roda (slika 6) moze se
primijetiti kako kod niti jednog od navedenih rodova iz literature u ispitivanim uzorcima nije
bio prisutan konstanti rast zastupljenosti. Udio Bacteroides naprije se smanjio, a zatim
povecao. Udio roda Parabacteroides u uzorcima skupine “prebiotici” mijenjao se suprotno u
odnosu na rod Bacteroides (prvo je rasla zastupljenost i u zadnjem tjednu se smanjila).
Zastupljenost roda Coprococcus mijenjala se iz tjedan u tjedan, pocevsi s padom kojeg su

pratili rast i zatim pad zastupljenosti. Medutim, promatranje utjecaja prebiotika na sastav
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crijevne mikrobiote ne moze se ograniCiti samo na vrste koje koriste Nutriozu kao supstrat.
Fermentacijom Nutrioze Lactobacillus vrste bakterija proizvode kratkolan¢ane masne kiseline
koje bakterije roda Faecalibacterium koriste kao supstrat (Riviére i sur., 2016).

Kod ispitanika koji su sudjelovali u ovom istrazivanju, primijecen je porast udjela
Faecalibacterium nakon prvog tjedna kod skupine koja je konzumirala prebiotike. No, zbog
promjena zastupljenosti prisutnih u preostalim tjednima te placebo skupini taj porast se ne
moze pripisati konzumaciji prebiotika. Fermentacijom Nutrioze Lactobacillus vrste proizvode
kratkolanane masne kiseline i snizavaju pH u crijevima (Guerin-Derumaux i sur., 2019).
Kiseliji uvjeti u crijevima reduciraju proliferaciju bakterija koljena Bacteroides, $to je vidljivo
i U rezultatima ovog rada (Duncan i sur., 2009).

Literaturni podaci nisu usuglaseni glede alfa raznolikost crijevne mikrobiote kod
ispitanika koji su konzumirali prebiotike. Jedni izvori isti¢u kako konzumacija prebiotika nema
utjecaja na alfa raznolikost (Tims i sur., 2016), dok drugi navode kako je zamije¢ena smanjena
alfa raznolikost skupine koja je konzumirala prebiotike u odnosu na kontrolnu skupinu
(Nettleton i sur., 2021). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako se konzumacijom Nutrioze
smanjila alfa raznolikost unutar uzorka. Smanjenje nije bilo prisutno kod svih ispitanika koji
su konzumirali prebiotike zbog ¢ega se ne moze zakljuciti da konzumacija prebiotika rezultira
smanjenjem alfa raznolikosti (slika 10 a i b). Rezultati beta raznolikosti (slika 11 a i b) pokazuju
kako jednako kao i u rezultatima Nettletona i suradnika (2021) nije doSlo do promjene beta
raznolikosti uslijed konzumacije prebiotika.

Utjecaj Nutrioze na cjelokupnu crijevnu mikrobiotu najbolje se vidi iz rezultata ANCOM
analize. Na taksonomskoj razini roda (slika 8) rezultati su pokazali kako se dvije skupine
razlikuju u neidentificiranom rodu porodice Ruminococcacea, $to je vidljivo i u rezultatima
Tran i suradnika (2019). Uzmu li se u obzir rezultati ANCOM analize na razini vrste (slika 9),
uz vrstu porodice Ruminococcaceae razlika je prisutna i u vrsti roda Faecalibacterium kojeg
istrazivanja navode da je vise zastupljeno kod ispitanika koji su konzumirali prebiotike (Rosas-
Plaza i sur., 2022; Gupta i sur., 2017; Rogers i sur., 2013).
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5. ZAKLJUCCI

1. Nije doslo do promjene alfa i beta raznolikosti u ispitivanim uzorcima kao rezultat
konzumacije Nutrioze (prebiotika).

2. U ispitivanim uzorcima, u obje skupine tijekom ispitivanog razdoblja bio je prisutan visoki
omjer Firmicutes/Bacteroides. Najzastupljenije bakterijsko koljeno u ispitivanim
uzorcima bilo je koljeno Firmicutes Sto ukazuje da se prehrana ispitanika temeljila na
“zapadnjackoj” prehrani s visokim udjelom namirnica zivotinjskog porijekla.

3. lzmedu ispitanika koji su konzumirali prebiotike i koji nisu, na taksonomskim razinama
domena, koljeno, razred, red i porodica nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u sastavu.
Skupine koje su konzumirale prebiotike i koje nisu razlikuju se na taksonomskoj razini rod
u neidentificiranom bakterijskom rodu porodice Ruminococcaceae. Na razini vrste,
kontrolna skupina i skupina koja je konzumirala prebiotike razlikuju se u neidentificiranoj
vrsti  porodice  Ruminococcaceae, neidentificiranoj vrsti  metagenome roda
Faecalibacterium i neidentificiranoj vrsti gut_metagenome roda
[Eubacterium]_coprostanoligenes_group. Najveéa razlika je prisutna u neidentificiranoj
vrsti porodice Ruminococcaceae.

4. Kratki vremenski period konzumacije prebiotika, utjecaj velikog broja vanjskih
¢imbenika, ponajviSe prehrane i nacina Zivota imali su utjecaj na dobivene rezultate
istrazivanja.

5. Duzi vremenski period konzumacije prebiotika Nutrioze mogao bi doprinijeti ve¢im

razlikama u rezultatima mikrobnog sastava.
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PRILOZI



Prilog 1. Zastupljenost bakterijskih vrsta u ispitivanim uzorcima na razini domene

tjedan grupa d_ Bacteria ostalo
1 placebo 0.998534 0.001466
2 placebo 0.998802 0.001198
3 placebo 0.999751 0.000249
4 placebo 0.995558 0.004442
1 prebiotici 1.000000 0.000000
2 prebiotici 1.000000 0.000000
3 prebiotici 0.999763 0.000237
4 prebiotici 0.999901 0.000099




Prilog 2. Zastupljenost bakterijskih vrsta u ispitivanim uzorcima na razini porodice

d__Bact
eriag;p__
Firmicu
tes;c__
Clostrid
d__Bacte d__Bacter d__Bacter | d__ Bacter d__Bacte d__Bacteri d__Bacteria; d__Bacte ia;o__ P d__Bacteri d__Bacte d__Bacte d__Bacte d__Bacter d__Bacter d__Bacteria d__Bacteri
ria;p__Fir ia;p__Bac ia;p__Fir ia;p__Bac ria;p__Ba a;p__Firm p__Firmicut ria;p__Fir | eptostre a;p__Firmi ria;p__Fi d__Bacteria ria;p__Fir | ria;p__Fi ia;p__Fir ia;p__Fir ;p__Actino a;p__Actin
t micutes;c teroidota; micutes;c teroidota; cteroidota icutes;c__ es;c__Clostri micutes;c ptococc cutes;c_ B rmicutes; ;p__Proteob micutes;c rmicutes; micutes;c micutes;c bacteriota;c obacteriota;
j _ Clostri c__Bacter __Clostri c__Bacter ;c__Bacte Clostridia; dia;o__Oscil __Clostri ales- acilli;o__E c__Bacill acteria;c__ _ Clostri c__Clost __Bacilli; __Clostri __Actinoba c__Corioba (o]
e| g | diajo_La oidia;o__ dia;o__Os oidia;o__ roidia;o_ o__Christe lospirales;f_ dia;o__O Tissiere rysipelotri i;0__Lact Gammaprot dia;o__M ridia;o__ o__Erysip dia;o__Os cteria;o__B cteriia;0__ s
dfr chnospira Bacteroid cillospiral Bacteroid _Bacteroi nsenellales _[Eubacteriu scillospir llales;f_ chales;f__ obacillale eobacteria;o onoglobal Clostridi elotrichal cillospiral ifidobacteri Coriobacter t
al| u | lesf_La ales;f T es;f_Ru ales;f_B dales;f__ ;£ Christ m]_coprosta ales;f_O _Peptos Erysipelat s;f__Stre __Pasteurel es;f__Mo ales;f _C es;f_Ery es;f__But ales;f__Bifi iales;f__Co a
n| p | chnospira annerellac minococc acteroidac Rikenella ensenellac noligenes_gr scillospir treptoco oclostridia ptococca lales;f__Pas noglobac lostridiac sipelotric yricicocca | dobacteriac riobacteriac |
a | ceae eae aceae eae ceae eae oup aceae ccaceae ceae ceae teurellaceae eae eae haceae ceae eae eae o)
0
p .
| 0
a 6
c 8
e 6
b 0.04365 7
1| o 0.234147 0.020997 0.174035 0.157829 0.058037 0.009019 0.006689 0.013203 2 0.057198 0.025246 0.002573 0.009572 0.021393 0.016292 0.004422 0.071512 0.005511 3
0
p .
| 0
a 5
c 7
e 8
b 0.04422 3
2| o 0.265345 0.019142 0.171806 0.152677 0.04934 0.007338 0.007537 0.0122 5 0.050132 0.011667 0.001283 0.011664 | 0.039458 0.013255 0.004479 0.075542 0.005074 | 3
0
p .
| 1
a 2
c 0
e 2
b 0.05724 4
3] o0 0.232238 0.014432 0.145914 0.114147 0.048661 0.007624 0.018115 0.019996 2 0.037102 0.010244 0.000923 0.005652 | 0.021702 0.021768 0.003505 0.11077 0.009725 | 1
0
p .
| 0
a 6
c 3
e 4
b 0.02812 1
4] 0 0.250768 0.027878 0.180914 0.160193 0.039832 0.007007 0.007629 0.01128 9 0.065996 0.022282 0.002315 0.004924 | 0.020643 0.023582 0.004301 0.071217 0.007692 | 8
p 0
r .
e 0
b 5
i 0
0 6
t 0.02878 2
1] 0.29397 0.03735 0.169776 0.138502 0.037166 0.00552 0.009015 0.010599 5 0.045482 0.021807 0.003774 0.008081 | 0.037317 0.007151 0.004202 0.088141 0.002736 | 4




c

i

p

r

e 0
b .
i 0
[¢] 5
t 3
i 3
c 0
i 0.274389 0.073328 0.195534 0.075447 0.069605 0.003668 0.006165 0.009684 0.02262 0.069309 0.017501 0.001971 0.004836 0.009572 0.015074 0.004328 0.091305 0.00236 4
p

r

e

b

i 0
0 .
t 0
i 3
c 0.04648 8
i 0.290174 0.088388 0.201547 0.078162 0.0248 0.008677 0.00722 0.004656 6 0.054414 0.033034 0.000744 0.005789 | 0.008755 0.017768 0.005512 0.081132 0.003843 | 9
p

r

e 0
b .
i 0
(o] 3
t 3
i 7
c 0.02736 7
i 0.25297 0.018368 0.16584 0.121002 0.019302 0.004622 0.010868 0.003515 5 0.080855 0.046932 0.010506 0.006456 0.022695 0.021525 0.0038 0.142641 0.006968 3




Prilog 3. Zastupljenost bakterijskih vrsta u ispitivanim uzorcima na razini roda

d__ Bacte d_ Bac
d_ Bact ria;p__Fir d__Bact teria;p_ d__Bact d__Bacte d_ Bac d__Bacter d__Bact d__Bact d_ Bac d__Bacte d__Bacte
eria;p__ micutes;c eria;p__ d__Bacteria; _Firmi eria;p__ ria;p__Fir teria;p_ ia;p__Fir eria;p__ eria;p__ teria;p_ riag;p__Fi ria;p__Pr
d__Bacte d__Bacte d__Bacte d__Bacte Firmicut _ Clostri Firmicut p__Firmicut cutes;c Firmicu micutes;c _Firmic micutes;c Firmicu Firmicu _Firmic rmicutes; oteobacte
ria;p__Fir ria;p__Ba ria;p__Fir ria;p__Ba d__Bacteri es;c_ Cl dia;o__ C es;c_ Cl es;c__Clostr _ Clost tes;c__ _ Clostri utes;c_ __ Bacilli; tes;c__ tes;c__ utes;c_ c_ Clostr ria;c_ G
micutes;c cteroidota micutes;c cteroidota | a;p_ Bact ostridia; hristense ostridia; idia;o__Osci ridia;o_ | Clostrid dia;o__La | _Clostr o__Erysip Bacilli; Clostrid _Clostr idia;o__ L ammapro
_ Clostri ;c__Bacte _ Clostri ;c__Bacte eroidota;c o_ Osci nellales;f o__Osci llospirales;f_ | _Oscill ia;0_ L chnospira idia;o_ elotrichal o_ Lact ia;0_ L idia;o_ achnospir | teobacter
dia;o__La roidia;o_ dia;o__La roidia;o_ __Bacteroi llospiral __Christe llospiral _[Eubacteriu ospiral achnosp les;f_La _Lachn es;f_Ery obacilla achnosp _Lachn ales;f L ia;0__Pas
chnospira _Bacteroi chnospira _Bacteroi dia;o__Ba es;f R nsenellac es;f R m]_coprosta es;f irales;f_ chnospira ospirale sipelatocl les;f_S irales;f_ ospirale achnospir teurellale
les;f_La dales;f__ les;f_La dales;f__ cteroidales uminoco | eae;g_ C uminoco noligenes_gr Oscillo _Lachn ceae;g_ [ s;f_La ostridiace treptoco | _Lachn s;f_La aceae;g_ s;f__Past
chnospira Tannerell chnospira Bacteroid ;f__Riken ccaceae; hristense ccaceae; oup;g__[Eub spirace ospirace Ruminoc chnospi ae;g_ Ery ccaceae ospirace chnospi _[Eubact eurellace
ceae;g__ aceae;g__ ceae;g__ aceae;g__ ellaceae;g g__Rum nellaceae g__Faec acterium]_c ae;g__ ae;g__ A occus]_to raceae; sipelotric ;9__Str ae;g_C raceae; erium]_h ae;g__ Ha
Fusicaten Parabacte Agathoba Bacteroid __Alistipe inococc _R- alibacter oprostanolig UCG- naerosti rques_gro g__Dor haceae_U eptococ oprococ g_Bla allii_grou emophilu
tjedan grupa ibacter roides cter es S us 7_group ium enes_group 002 pes up ea CG-003 cus cus utia p S

placeb 0.02015 0.0083 0.02331 0.0188 0.01243 0.01077 0.0657

0 0.027565 0.020997 0.031436 0.157829 0.04985 9 0.008968 0.10574 0.006689 08 9 0.009531 66 0.050471 3 6 23 0.022938 0.002573

placeb 0.03201 0.07715 0.0089 0.0191 0.01145 0.01385 0.0662

0 0.030479 0.019142 0.046845 0.152677 0.046553 9 0.007338 4 0.007537 67 0.01307 0.011375 5 0.047303 6 6 83 0.029013 0.001283

placeb 0.03421 0.06160 0.0144 0.01795 0.0271 0.00973 0.01058 0.0747

0 0.020782 0.014432 0.027819 0.114147 0.039178 2 0.007624 3 0.018115 26 9 0.007952 77 0.035217 5 7 28 0.021393 0.000923

placeb 0.03261 0.0079 0.02163 0.0196 0.02038 0.01026 0.0666

[ 0.021177 0.027878 0.037872 0.160193 0.035996 5 0.007007 0.11081 0.007629 06 1 0.007454 12 0.062183 3 2 94 0.022207 0.002315

prebiot 0.02514 0.09370 0.0070 0.01760 0.0241 0.02177 0.01899

ici 0.040026 0.03735 0.05446 0.138502 0.036998 1 0.00552 5 0.009015 8 5 0.004755 06 0.045233 4 8 0.0739 0.031501 0.003774

prebiot 0.01156 0.09657 0.0076 0.01672 0.0182 0.01601 0.0651

ici 0.050243 0.073328 0.04363 0.075447 0.069284 6 0.003668 7 0.006165 14 2 0.004277 09 0.038888 3 0.01091 53 0.030085 0.001971

prebiot 0.04211 0.08704 0.0020 0.01284 0.0238 0.03163 0.01752 0.0770

ici 0.046335 0.088388 0.036085 0.078162 0.024562 3 0.008677 2 0.00722 38 4 0.006501 45 0.047303 3 5 19 0.034124 0.000744

prebiot 0.01594 0.06772 0.0014 0.0269 0.04128 0.01111 0.0821

ici 0.020323 0.018368 0.037879 0.121002 0.019238 4 0.004622 3 0.010868 2 0.01124 0.006097 82 0.063105 5 1 81 0.030708 0.010506




Prilog 3 (nastavak tablice)

t g d__Bacteria;
j r p__Firmicute
e |u s;c__Clostrid
d p ia;0__Peptos
a | a treptococcale
n d__Bacteria;p__Prote d_ Bacteria;p__Fir | d__Bacteria;p__Firmi d__Bacteria;p__ d__Bacteria;p__Fi d__Bacteria;p__Fir d__Bacteria;p__Actino d__Bacteria;p__Actin | d__Bacteria;p__Fir s- d__Bacteria;p__Fir
obacteria;c__Gammap micutes;c__Clostri cutes;c__Clostridia;o Firmicutes;c_ C rmicutes;c__Clostr micutes;c__Clostrid bacteriota;c__Actinoba obacteriota;c__Corio micutes;c__Clostridi Tissierellales micutes;c__Clostrid
roteobacteria;o__Past dia;o__Monogloba __Clostridiales;f__CI lostridia;o__Lac idia;o__Lachnospi ia;o__Oscillospirale cteria;o__Bifidobacteri bacteriia;o__Corioba a;0__Oscillospirales ;f__Peptostre ia;o__Oscillospirale o
eurellales;f__Pasteure les;f__Monoglobac ostridiaceae;g__Clost hnospirales;f__L rales;f__Lachnospi s;f__Butyricicoccac ales;f__Bifidobacteriac cteriales;f__Coriobac ;f__Ruminococcace ptococcaceae s;f__Ruminococcac st
llaceae;g__Haemophil eae;g__Monoglobu ridium_sensu_stricto achnospiraceae; raceae;g__Rosebur eae;g__Butyricicocc eae;g__Bifidobacteriu teriaceae;g__Collinse ae;g__Subdoligranul ;0__Rombou eae;g__Incertae_Se al
us S 1 _ ia us m lla um tsia dis 0
1 p 0.
la 1
c 5
e 3
b 9
(o] 2
0.002573 0.009572 0.021393 0.003518 0.005696 0.004078 0.071512 0.005511 0.04136 0.026799 0.002464 4
2 p 0.
la 1
c 0
e 5
b 8
0 7
0.001283 0.011664 0.039458 0.008703 0.011595 0.004216 0.075542 0.005074 0.056212 0.035733 0.004432 2
3 p 0.
la 1
c 8
e 7
b 8
[ 4
0.000923 0.005652 0.021702 0.002677 0.007786 0.003421 0.11077 0.009725 0.042347 0.04359 0.006473 8
4 p 0.
la 1
c 2
e 7
b 3
0 3
0.002315 0.004924 0.020643 0.012178 0.013773 0.004284 0.071217 0.007692 0.032399 0.020276 0.003452 4
1]
r 0.
e 0
b 9
i 6
[ 0
ti 8
ci 0.003774 0.008081 0.037317 0.007414 0.004064 0.004202 0.088141 0.002736 0.03092 0.02382 0.007781 1
20p
r 0.
e 1
b 4
i 5
0 9
ti 8
ci 0.001971 0.004836 0.009572 0.003959 0.002349 0.004328 0.091305 0.00236 0.037245 0.018465 0.039845 4
3 p 0.
r 1
e 0.000744 0.005789 0.008755 0.007405 0.004895 0.005512 0.081132 0.003843 0.049939 0.042408 0.007357 1




5 0
i 8
0 0
ti 5

ci

p
r 0.
e 1
b 3
i 7
o 8
o 1
7

0.010506

0.006456

0.022695

0.004551

0.004245

0.0038

0.142641

0.006968

0.046603

0.020455

0.003169




Prilog 4. Zastupljenost bakterijskih vrsta u ispitivanim uzorcima na razini vrste

d__Bact
eriag;p__
Firmicu
d__Bacteri tes;c__
d__Bacteri d__Bacteria d__Bacte d__Bact d__Bacte d_ Bact d__ Bacte d__Bacteri d__Bacteri a;p__Firmi d__Bact d__Bact d__Bacter d__Bacter d__Bacteri d__Bacteria Clostrid d_ Bac d__Bact
a;p__Firmi ;p__Bactero ria;p__Fi eria;p__ ria;p__Fi eria;p__ ria;p__Fi a;p__Firmi a;p__Firm cutes;c_ B eria;p__ eria;p__ ia;p__Fir ia;p__Fir a;p__Firmi ;p__Firmicu ia;o_ O teria;p_ eria;p__
cutes;c__Cl idota;c_ Ba rmicutes; Bacteroi rmicutes; Bacteroi rmicutes; cutes;,c_ C icutes;c__ acilli;o__E Firmicut Firmicut micutes;c_ | micutes;c_ | cutes;c_ C tes;c_ Clost | scillospi | _Firmic Firmicut
ostridia;o_ cteroidia;o_ c_ Clost dota;c__ c_ Clostr dota;c__ c_ Clost lostridia;o Clostridia; rysipelotri es;c_ Ba es;c_ Cl _Clostridi _Clostridi lostridia;o ridia;o__CI rales;f_ utes;c_ es;c_ Cl
_Lachnospi _Bacteroida ridia;o__ Bacteroi idiajo__ Bacteroi ridia;o__ __Lachnos o__Lachn chales;f__ cillio__ ostridia; a;0__Lach a;0__Lach __Monogl ostridiales;f _Oscillo _Clostri ostridia;
rales;f__La les;f__Tann Lachnos dia;o__ Oscillosp dia;o_ B Lachnos pirales;f__ ospirales;f Erysipelat Lactobac | o__Lach nospirales; nospirales; obales;f__ _ Clostridia | spiracea dia;o__ o_ Lach
t chnospirac erellaceae;g pirales;f_ Bacteroi irales;f__ acteroida pirales;f_ Lachnospi __Lachnos oclostridia illales;f_ nospiral f__Lachno f__Lachno Monoglob ceae;g_ Clo eg_U Lachno nospirale
j g | eaeg__Fus __Parabacte _Lachno dales;f_ Ruminoc les;f_B _Lachno raceae;g__ piraceae;g ceae;g_ E _Strepto es;f_La spiraceae; spiraceae; aceae;g__ stridium_se CG- spirales s;f__Lac
ef|r icatenibact roides;s__ P spiraceae _Rikene occaceae; acteroida spiraceae [Ruminoc __Dorea;s rysipelotri coccacea chnospir g__Dorea; g__[Eubac Monoglob nsu_stricto_ 002;s__ if_Lac hnospira
d| u | ers_uncul arabacteroi ;0__Agat llaceae;g g__Faeca ceae;g_ ;g__Ana occus]_tor _ Dorea_f chaceae_U e;g_ Str aceae;g_ S__uncult terium]_h us;s__uncu 1;s_ uncult uncultur hnospir ceae;g__
a | p | tured_orga des_distaso hobacter; __Alisti libacteriu Bacteroi erostipes ques_grou ormicigen CG- eptococc _Blautia ured_bact allii_grou Itured_org ured_bacteri ed_orga aceae;_ Roseburi
n| a|[ nism nis _ pes;__ m;,__ des; o p;__ erans 003; _ us; i erium pi__ anism um nism o a,__
p
|
a
c
e
b 0.02652 0.00726 0.06559 0.00507 0.00351 0.00530
1] o0 0.027565 0.003254 | 0.028958 8 0.100404 | 0.006154 | 0.023319 0.00894 0.003446 0.050471 8 8 0.01542 0.022938 0.009514 0.01091 3 8 8
p
|
a
c
e
b 0.03175 0.00726 0.06602 0.00599 | 0.00870 0.01144
2| o 0.030479 0.004614 | 0.045321 9 0.07534 | 0.008568 0.01307 0.010888 0.003862 0.047303 2 6 0.015139 0.029013 0.011407 0.017632 8 3 4
p
|
a
c
e
b 0.02485 0.00443 0.07440 0.00267 0.00778
3|0 0.020782 0.006191 | 0.025694 8 0.058219 | 0.004952 | 0.017959 0.007022 0.005275 0.035217 8 4 0.021672 0.021393 0.005334 0.011458 0.00545 7 6
p
|
a
c
e
b 0.02488 0.01515 0.06659 0.00446 | 0.01217 0.01370
4| 0 0.021177 0.007488 | 0.035419 5 0.108563 | 0.010343 | 0.021631 0.00627 0.003328 0.062183 3 6 0.016284 0.022207 0.004924 0.012592 9 8 5
p
r
e
b
i
o
t
i
c 0.01941 0.01494 0.07366 0.00595 | 0.00741 0.00352
1] 0.040026 0.013069 | 0.053113 2 0.050961 | 0.007461 | 0.017605 0.004708 0.002377 0.045233 6 6 0.021264 0.031501 0.008081 0.007983 3 4 3
p
r
e 0.01933 0.00432 0.06413 0.00632 | 0.00395 0.00227
2| b 0.049596 0.027617 | 0.042349 9 0.059128 | 0.006566 | 0.016722 0.004212 0.003387 0.038888 8 7 0.014206 0.030085 0.004836 0.005731 5 9 7




—o——"0—oo®-DT|l—0o——"0 —To®-T|—0o—~o0 —

0.01068 0.02469 0.07598 0.00740 0.00489
0.045569 0.068912 | 0.035303 4 0.065962 | 0.006408 | 0.012844 0.006073 0.00466 0.047303 1 9 0.018664 0.034124 0.005789 0.005452 0.00166 5 5
0.01137 0.03018 0.08188 0.00100 | 0.00455 0.00403
0.020323 0.009408 | 0.037171 9 0.049399 | 0.013251 0.01124 0.006035 0.005135 0.063105 4 7 0.020826 0.030708 0.006456 0.003566 6 1 4




Prilog 4. (nastavak tablice)

t g d__Bacter
j r ia;p__Fir
e|u micutes;c
d| p __Clostrid
a| a ia;0__Pep
n tostreptoc
d__Bacteria;p_ d__Bacteria;p_ d__Bacteria;p__Actino d__Bacteria;p__ d__Bacteria;p__Actin d__Bacteria;p__ occales- d_ Bacteria;p__ d__Bacteria;p__Ba d__Bacteria;p_ d__Bacteria;p__Fir d__Bacteria;p__Bac
_Firmicutes;c__ _Firmicutes;c_ bacteriota;c__Actinoba Actinobacteriota; obacteriota;c__Actino Firmicutes;c_ C Tissierella Firmicutes;c__CI cteroidota;c__Bact _Firmicutes;c__ micutes;c__Clostrid teroidota;c__Bacter o
Clostridia;o__ O _Clostridia;o__ cteria;o__Bifidobacteri c__Coriobacterii bacteria;o__Bifidobact lostridia;o__Osc les;f__Pep ostridia;o__Clost eroidia;o__Bactero Clostridia;o__ O ia;o__Oscillospirale oidia;0__Bacteroida s
scillospirales;f_ Lachnospirales; ales;f__Bifidobacteriac a;0__Coriobacter eriales;f__Bifidobacte illospirales;f__R tostreptoc ridiales;f__Clostr idales;f__Bacteroid | scillospirales;f_ s;f__Ruminococcac les;f__Tannerellace t
_Butyricicoccac f__Lachnospira eae;g__Bifidobacteriu iales;f__Corioba riaceae;g__Bifidobact uminococcaceae occaceae; idiaceae;g__Clos aceae;g__Bacteroi _Ruminococcac eae;g__Subdoligran ae;g__ Parabacteroid a
eae;g__Butyrici ceae;g__Copro m;s__Bifidobacterium cteriaceae;g__Co erium;s__Bifidobacter ;9__Subdoligran g__Romb tridium_sensu_st des;s__Bacteroides eae;g__Incertae ulum;s__uncultured es;s__Parabacteroid |
coccus; coccus; _adolescentis llinsella;__ ium_longum ulum; outsia;__ ricto_1; _uniformis _Sedis;__ _bacterium es_merdae o]
1 p 0
| .
a 3
c 5
e 8
b 6
0 6
0.003511 0.008957 0.035957 0.005511 0.01257 0.020547 0.026799 0.008813 0.05356 0.00209 0.020813 0.017624 1
2 p 0
| .
a 3
c 2
e 0
b 8
0 2
0.003828 0.012058 0.031723 0.005074 0.01554 0.028059 0.035733 0.017995 0.038656 0.004126 0.028153 0.014405 | 4
3| p 0
| .
a 3
c 8
e 3
b 8
0 0
0.003421 0.007792 0.074592 0.009725 0.026359 0.020688 0.04359 0.008543 0.024743 0.006242 0.021659 0.008061 | 3
41 p 0
| .
a 3
c 5
e 2
b 5
0 8
0.003592 0.007369 0.042621 0.007692 0.014063 0.016046 0.020276 0.007213 0.019685 0.002816 0.016353 0.02029 | 4
1|p
r 0
e .
b 3
i 4
[ 8
ti 7
c 2
i 0.003469 0.015967 0.057336 0.002736 0.010116 0.021408 0.02382 0.020076 0.028142 0.007717 0.009513 0.022679 | 8
2| p 0
r .
e 3
b 0.003042 0.009011 0.074609 0.00236 0.009034 0.017761 0.018465 0.002814 0.022552 0.039478 0.019484 0.04127 | 3




= o —

6

4

3
c 2
i
p
r 0
e .
b 2
i 8
o] 3
ti 9
c 0
i 0.003713 0.013376 0.061965 0.003843 0.011131 0.024663 0.042408 0.002372 0.018919 0.007087 0.025276 0.018956 | 3
p
r 0
e .
b 3
i 3
o] 0
ti 7
c 6
i 0.003141 0.009415 0.106707 0.006968 0.014387 0.019554 0.020455 0.012056 0.028806 0.003036 0.027049 0.007996 6




IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja (IRA RENKO) izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u hjemu navedeni.

@orics

Vlastoruéni potpis



