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1. UVOD

Crijevna mikrobiota sloZena je zajednica mikroorganizama nastanjenih u gastrointestinalnom
traktu koji su uspostavili blizak simbiotski odnos sa svojim ljudskim domac¢inom. Ima klju¢nu
ulogu u odrzavanju zdravlja, omogucavaju¢i metabolizam neprobavljivih sastojaka hrane i
sintezu nekih vitamina, sprjecavajuéi pritom kolonizaciju patogena te doprinoseéi sazrijevanju

imunoloskog sustava (Magne i sur., 2020).

Mikrobiota crijeva razvija se zajedno s domacinom, $to mikrobima osigurava stabilno
okruzenje, dok mikrobi domacinu pruzaju Sirok raspon funkcija poput probave slozenih
prehrambenih makronutrijenata, proizvodnje hranjivih tvari i vitamina, obrane od patogena i
odrzavanja imunoloSkog sustava. Mikrobiota ima klju¢nu ulogu u odrZzavanju homeostaze
crijevnog epitela i cjelokupnog ljudskog zdravlja. Promjene u sastavu mikrobiote te poremecaji
u strukturi debelog crijeva povezani su s raznim bolestima. Nedavne studije otkrile su viSestruke
promjene u sastavu mikrobiote crijeva kod metabolic¢kih i imunoloskih poremecaja (Hall i sur.,

2017).

Prehrana utjeCe na sastav i metabolizam mikrobiote crijeva, ¢ine¢i mikrobe vezom izmedu
prehrane i razlic¢itih fizioloskih stanja kroz njihovu sposobnost stvaranja mikrobnih metabolita
(Koh i sur., 2016). Prehrana ima i akutni i dugoro¢ni utjecaj na ekosustav crijevne mikrobiote.
(Sonnenburg 1 Biackhed., 2016). Sve je ceS¢i konsenzus da je prehrana temeljena na
namirnicama biljnog podrijetla odrziv izbor zbog uéinkovitije proizvodnje i manjeg utjecaja na
okoli$. Prehrana bogata hranom biljnog podrijetla i smanjenim udjelom hrane Zivotinjskog
podrijetla bolja je u promicanju zdravlja i ima pozitivniji utjecaj na okoli§ u usporedbi s
tipicnom zapadnjackom prehranom (Segovia-Siapco i Sabaté, 2018). Modulacija crijevne
mikrobiote putem prehrane temeljene na povréu, mahunarkama, Zitaricama, oraSastim
plodovima i ribi te ukupnim veéim unosom hrane biljnog podrijetla u odnosu na hranu
zivotinjskog podrijetla, ima potencijal prevenirati crijevne upalne procese koji su u srzi raznih

kroni¢nih bolesti (Bolte i sur., 2021).

Cilj ovoga rada bio je utvrditi povezanost izmedu obrazaca prehrane i sastava crijevne
mikrobiote kod ispitanika oba spola razli¢itih dobnih skupina. Uz prehranu su u obzir uzeti i
drugi parametri koji utjeCu na sastav crijevne mikrobiote poput tjelesne mase i konzumiranja

probiotika.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Mikrobiota je pojam Kkoji se odnosi na zajednicu mikroorganizama koja ukljucuje bakterije,
arheje, viruse 1 neke jednostani¢ne eukariote koji zive u specificnoj okolini.

Ljudski gastrointestinalni (GI) trakt sadrzi zajednice mikroba (bakterije, gljivice, virusi) koji
se razlikuju ovisno o anatomskom polozaju i utjecaju na ljudsko zdravlje. Mikrobi nastanjuju
kozu, usnu Supljinu, gastrointestinalni, respiratorni te genitourinarni trakt ¢ine 1 - 3 % ukupne
tjelesne mase u ljudi (O'Hara i Shanahan, 2006; Ruan i sur., 2020).

Struktura i sastav crijevne flore odrazavaju prirodnu selekciju na mikrobnoj razini i razini
domacdina, §to promice medusobnu suradnju i funkcionalnu stabilnost ovog slozenog
ekosustava. lako prevladavaju bakterije, zastupljeni su i arheje i jednostani¢ni eukarioti.
Mikrobiota gastrointestinalnog trakta rasporedena je cijelom duzinom probavnog trakta, a
raznolikost 1 gustoa naseljenosti raste od zeluca prema debelom crijevu. Probavni trakt
kontinuirano je izloZzen utjecaju vanjskih ¢imbenika, stoga ima nekoliko sustava zastite koji
ukljucuju nizak pH u Zelucu, sloj sluzi koji prekriva cijelu duzinu probavnog sustava, imunosne
stanice te prisutnost komenzalnih mikroorganizama koji koloniziraju probavni trakt (Zoetendal
i sur., 2008). Lucenje kiseline i zuc¢i ometa kolonizaciju Zeluca i proksimalnog tankog crijeva
od strane vecine bakterija. Gustoca bakterija povecava se u distalnom tankom crijevu, a u
debelom crijevu raste na procijenjenih 10! - 10'2 bakterija po gramu sadrzaja debelog crijeva
(slika 1), sto ¢ini 60 % fekalne mase. Uz varijacije u sastavu flore duz osi gastrointestinalnog
trakta, omjer anaeroba i aeroba nizi je na povr§inama sluznice nego u lumenu crijeva (O'Hara i
Shanahan, 2006). Vecina mikrobiote u odraslih nalazi se u crijevima; u debelom crijevu je
gustoéa mikrobnih stanica ve¢a od 10/g, §to je ekvivalent 1 - 2 kilograma tjelesne mase
(D'Argenio i Salvatore, 2015).

Zeludac
Duodenum 10°<10° cfu/'mi
107107 ctu/mil
Kolon Jejunum/ileum
10""-10" ctuwmi 10%-10' ctw/mi

Slika 1. Gusto¢a mikrobne populacije duz gastrointestinalnog trakta (prema O'Hara i Shanahan,
2006)



Crijevna mikrobiota ¢ovjeka moze se zamisliti kao mikrobni organ smjeSten unutar organa
domacina. Sastoji se od razli¢itih vrsta s moguénos¢u medusobne komunikacije i komunikacije
s domac¢inom. Crijevna mikrobiota trosi, skladisti i preraspodjeljuje energiju, posreduje u
fizioloski vaznim kemijskim transformacijama te se moze odrzavati i popravljati
samorepliciranjem. Mikrobiom crijeva, koji moze sadrzavati >100 puta veci broj gena 0d naseg
genoma, obogacuje nas funkcionalnim znacajkama koje sami nismo morali razvijati (Béackhed

i sur., 2005).

Mikrobiom predstavlja skup svih genomskih elemenata odredene mikrobiote. U posljednje
desetljece sve su Cesce tvrdnje da ¢ovjek posjeduje dva genoma, jedan naslijeden od roditelja,
a drugi stecen, tj. mikrobiom (Grice i Segre, 2012). Najvaznija razlika izmedu ova dva genoma
je u tome $to naslijedeni genom ostaje nepromjenjiv tijekom Zivota, a mikrobiom je izuzetno
dinamican i na njega mogu utjecati brojni ¢imbenici poput dobi, prehrane, hormonalnih ciklusa,
terapije i bolesti. Procijenjeno je da mikrobiom ljudskih crijeva ¢ini vise od 5 milijuna razlicitih
gena (D'Argenio i Salvatore, 2015). Zanimljivo je da geni kodirani mikrobiomom sadrze
informacije za proteine potrebne za prezivljavanje domacina, ali nisu prisutni u ljudskom
genomu, zbog Cega se mikrobiom ponekad naziva nasim ,,zaboravljenim organom® (O'Hara i
Shanahan, 2006). Raznolikost medu mikrobiomima dviju razli¢itih jedinki vrlo je znafajna u
usporedbi s njihovom ljudskom genomskom varijacijom; ljudi su oko 99,9 % identi¢ni jedni
drugima u smislu svog genoma, ali njihov crijevni mikrobiom moze biti do 80 - 90 % razlic¢it

(Turnbaugh i sur., 2009).

Uzoreci stolice daju procjenu sastava mikrobiote, a ne potpuni prikaz. Anaerobne vrste ¢esto se
vezu za crijevnu sluznicu, §to oteZava identifikaciju svih bakterijskih vrsta prisutnih u debelom
crijevu. Veliki nedostatak koriStenja uzoraka stolice za odredivanje sastava crijevne mikrobiote
je Cinjenica da fekalna mikrobiota predstavlja samo bakterije koje nastanjuju kraj debelog
crijeva, Sto ostavlja druge dijelove gastrointestinalnog sustava, posebice tanko crijevo,
neistrazenima. Mikrobiota tankog crijeva relativno je neistrazena, dijelom zbog nepovoljnih
uvjeta za prezivljavanje mikroorganizama kao Sto je ekskrecija probavnih enzima i Zuci, a

dijelom zbog ograni¢ene dostupnosti tankog crijeva (Zoetendal i sur., 2012).



2.1.1. Sastav crijevne mikrobiote

Crijevnoj mikrobioti pripada vise od 1000 mikrobnih vrsta, od kojih vise od 90 % pripadaju
samo dvama koljenima: Bacteroidetes i Firmicutes, dok ostatak pripada koljenima
Proteobacteria, Actinobacteria, and Verrucomicrobia. Na temelju uzoraka stolice kod ljudi,
najprisutniji su rodovi Bacteroides, Prevotella, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium,

Streptococcus i Enterobacteriaceae (slika 2) (Tomova i sur., 2019).

Gram-negativni rodovi bakterija koljena Bacteroidetes ukljucuju Bacteroides, Prevotella,
Parabacteroides i Alistipes. Detaljna istrazivanja pokazuju da ovi organizmi posjeduju

sposobnost iskori$tavanja vrlo Sirokog raspona supstrata podrijetlom iz hrane i domacéina (Flint

i sur., 2015).

Za iskoriStavanje polisaharida roda Bacteroides odgovorni su geni organizirani u klastere koji
ukljucuju gene koji kodiraju za hidrolaze i proteine vanjske membrane odgovorne za prvotno
vezanje topljivih polisaharida te njihov transport u periplazmatski prostor gdje se odvija veéina
hidrolize polisaharida kod gram-negativnih bakterija. Ovakva organizacija gena pruza im
kompetitivnu prednost unutar vrlo guste mikrobne populacije debelog crijeva (Salyers i sur.,
1997).

Koljeno Firmicutes ukljucuje nekoliko vrlo rasprostranjenih vrsta kao §to su Faecalibacterium
prausnitzii, Eubacterium rectale i Eubacterium hallii koje su dominantni proizvodaci butirata
u debelom crijevu. Pretvorbom laktata u butirat ili propionat sprjecava se nakupljanje laktata 1
regulira kiselost. Nedavno se pokazalo da vrsta Ruminococcus bromii ima klju¢nu ulogu u
razgradnji rezistentnog $kroba, buduc¢i da pojedinci koji nemaju Ruminococcus bromii u svojoj
mikrobioti ne mogu razgraditi rezistentni Skrob koji se zatim moze detektirati u njihovim
uzorcima fecesa. Bakterije koljena Firmicutes obi¢no nose manje gena za razgradnju
polisaharida u usporedbi s bakterijama roda Bacteroides, §to odrazava njihovu manju veli¢inu

genoma i vecu specijaliziranost za razgradnju polisaharida (Flint i sur., 2015).

U manjem broju od dominantnih Bacteroidetes i Firmicutes prisutne su bakterije koljena
Actinobacteria (koje ukljucuju Bifidobacterium spp.), Proteobacteria (uklju¢ujuci Escherichia
coli) 1 Verrucomicrobia (uklju¢uju¢i Akkermansia muciniphila), koje imaju znacajan

potencijalni utjecaj na zdravlje domacina (Flint i sur., 2015).
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Slika 2. Dominantni rodovi bakterija u gastrointestinalnom traktu (Ruan i sur., 2020)

Postoje dva glavna mehanizma koji ¢e rezultirati promjenom u sastavu mikrobnih vrsta crijevne
mikrobiote. Iskori§tavanje supstrata odredeno je bakterijskim genomom, §to u konacnici
odreduje koja ¢e bakterijska vrsta metabolizirati odredeni supstrat, Sto predstavlja nacelo iza
manipulacije mikrobiotom pomocu prebiotika. Prebiotici su neprobavljivi sastojci hrane koji
korisno djeluju na domacdina pomocu selektivne stimulacije rasta i/ili aktivnosti jedne
bakterijske vrste ili ograni¢enog broja bakterijskih vrsta u debelom crijevu i tako poboljsavaju
zdravlje ljudi (Gibson i sur, 2010). Razli¢ite bakterijske vrste mogu varirati u svojoj toleranciji
na Sirok raspon ¢imbenika u crijevnom okoliSu, kao §to su visoki ili niski pH, visoke
koncentracije Zuc¢nih soli ili niske koncentracije mikronutrijenata (npr. Zeljezo), koji

ograni¢avanju rast mikroba (Flint i sur., 2015).

Vecina se pojedinaca, obzirom na dominantne rodove bakterija u crijevima, moze podijeliti na
jedan od tri osnovna enterotipa. Svaki od ova tri enterotipa moze se identificirati varijacijama
u razinama jednog od tri roda: Bacteroides (enterotip 1), Prevotella (enterotip 2) i

Ruminococcus (enterotip 3). Razli¢ita raspodjela rodova bakterija ukazuje na razliite putove



za stvaranje energije iz fermentirajucih supstrata dostupnih u debelom crijevu. Filogenetske i
funkcionalne razlike medu enterotipovima odrazavaju razli¢ite kombinacije metaboli¢kih
puteva iskoriStavanja supstrata od strane mikrobiote, s vjerojatnim utjecajem na sinergisticke
meduodnose s ljudskim domaéinima. Svaka vrsta enterotipa je kompleksna i ne moze se dovesti
u korelaciju s dobi, spolom, nacionalnosti i indeksom tjelesne mase domacina (Arumugam i
sur., 2011), dok primarni utjecaj na raspodjelu u enterotipove ima prehrana (Wu i sur., 2011).
Utjecaj enterotipova na rizik od bolesti treba razjasniti kako bi raspodjela mogla imati klini¢ku
vaznost (Sheflin i sur., 2017).

U istrazivanju Wu i suradnika (2011), Bacteroides enterotip bio je povezan s unosom proteina
zivotinjskog podrijetla, zasicenih masti te Sirokim rasponom aminokiselina, S$to je
karakteristi¢no za zapadnjacku prehranu. S druge strane, Prevotella enterotip bio je povezan s
unosom ugljikohidrata i jednostavnih Secera. Kod vegetarijanaca i vegana bio je zastupljen

enterotip Prevotella (Jain i sur., 2018; Wu i sur., 2011).
2.1.2. Cimbenici koji utjeéu na sastav

Promjene u sastavu mikrobiote mogu biti uzrokovane razlikama u bakterijama koje se izravno
konzumiraju hranom, razlikama u konzumiranim supstratima, varijacijama u vremenu prolaska
kroz gastrointestinalni sustav, razlikama u pH-u te regulacijom ekspresije gena samog
domacina i/ili njegove/njezine mikrobiote (Tomova i sur., 2019). Relativna brojnost bakterija
koljena Firmicutes i Bacteroidetes varira medu subjektima iz iste populacije, vjerojatno zbog
mnogih ¢imbenika povezanih s nafinom Zzivota (slika 3), ukljuCuju¢i prehranu, tjelesnu
aktivnost, unos prehrambenih aditiva i kontaminanata, konzumaciju antibiotika i tjelesnu
aktivnost (Magne i sur., 2020).
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Slika 3. Cimbenici koji utjeéu na crijevnu mikrobiotu (prema Gail i Bawden, 2015)

2.1.2.1 Prehrana

Postignut je veliki napredak u definiranju nekih od dominantnih sojeva mikrobne zajednice u
debelom crijevu zdravih pojedinaca i u identificiranju njihove uloge u metabolizmu. Nadalje,
postalo je jasno da prehrana moze imati veliki utjecaj na sastav crijevne mikrobiote i
kratkorocno 1 dugoroc¢no, §to otvara nove mogucnosti prevencije i intervencije odredenih
zdravstvenih stanja prehranom. Iako su odredene dominantne bakterijske vrste kod vecine
zdravih odraslih osoba, postoje znacajne meduindividualne varijacije u sastavu crijevne
mikrobiote, §to vjerojatno utjee na pojedinacne odgovore na primjenu lijekova 1 manipulaciju
prehranom (Flint i sur., 2012). Obrasci prehrane temeljeni na cjelovitim namirnicama mogli bi
povecati protuupalni kapacitet hranjivih tvari kroz sinergijske uc¢inke na mikrobiom crijeva
(Bolte i sur., 2021). Bakterije koljena Bacteroidetes i Actinobacteria pokazale su pozitivnu
korelaciju s unosom masti te negativnu korelaciju s unosom vlakana, dok su bakterije koljena
Firmicutes i Proteobacteria pokazale suprotne korelacije. Bakterije nizih taksonomskih razina

nisu u pravilu pokazale navedene korelacije s unosom masti i vlakana.

Bakterije roda Bacteroides pokazuju pozitivnu korelaciju s prehranom bogatom proteinima

zivotinjskog podrijetla i zasicenim masnim kiselinama upravo zbog njihove sposobnosti



tolerancije zuci koja se pojacano luci kod takvog tipa prehrane (Ridlon i sur., 2014; Tomova i
sur., 2019). Bakterije roda Ruminococcus zastupljenije su kod pojedinaca kod kojih je u
prehrani u velikom stupnju zastupljen unos voca i povréa. Bakterijske vrste roda Ruminococcus
imaju sposobnost razgradnje sloZzenih ugljikohidrata poput celuloze i rezistentnog Skroba koji
se nalaze u hrani biljnog podrijetla. Razgradnjom vlakana proizvode butirat, koji pokazuje
protuupalna svojstva. Takoder, povezuju se s nizim indeksom tjelesne mase i boljim lipidnim
profilom domacina. Na brojnost bakterija ovog roda, uz prehranu biljnog podrijetla, utjece i
prehrana sa zastupljenim namirnicama zivotinjskog podrijetla zbog uloge bakterija u pretvorbi

kolina u trimetilamin (Tomova i sur., 2019).

Glavna komponenta hrane koja utjece na crijevnu mikrobiotu, sastav i aktivnost svakako su
prehrambena vlakna (Ercolini i Fogliano, 2018). Raznolika prehrana bogata razli¢itim izvorima
vlakana (npr. celuloza, hemiceluloza, pektini, fruktani itd.) i otpornim Skrobom, Koji sadrze niz
monosaharidnih jedinica i o i B-veza, vise podrzava raznoliku gastrointestinalnu mikrobiotu u

usporedbi s prehranom bogatom rafiniranim proizvodima (Holscher, 2017).

Prehrana bogata proteinima Zivotinjskog podrijetla, rafiniranim ugljikohidratima i zasi¢enim
masnim kiselinama povezana je sa smanjenom raznolikosti crijevnih bakterija, smanjenom
proizvodnjom kratkolan¢anih masnih kiselina te pove¢anom proizvodnjom sekundarnih Zu¢nih
kiselina. Kombinacija ovih promjena poti¢e upalne procese, oslabljuje imunitet i povecava
propusnost crijeva, Sto je zajednicko kod patogeneze brojnih bolesti, ukljucujuéi
kardiovaskularne bolesti, razli¢ite karcinome i upalne bolesti crijeva. Stetni uéinci zapadnjacke
prehrane nisu vazni samo kod razvoja karcinoma, ve¢ utjecu 1 na lijecenje 1 rizik od toksi¢nosti
povezane s lijeGenjem (McQuade i sur., 2019). Visokoproteinska dijeta ¢esto ograni¢ava unos
ugljikohidrata $to moZe dovesti do smanjenog broja bakterija koje proizvode butirat, Sto

povecava rizik za razvoj kolorektalnog karcinoma (David i sur., 2014).

2.1.2.2. Ostali cimbenici

Raznolikost mikrobiote mijenja se s godinama, povecavajuci se od djetinjstva do odrasle dobi
te smanjujuci se u starijih osoba. Mikrobiota crijeva relativno je stabilna tijekom odrasle dobi,
ali s procesom starenja dolazi do poremecaja potaknutih egzogenim ¢imbenicima poput
upotrebe antibiotika i prehrane te endogenih ¢imbenika poput stani¢nog stresa. Starenje je
poprac¢eno znacajnim fizioloSkim promjenama na razini mikrobnog sastava, $to moze dovesti

do raznih upalnih stanja i autoimunih poremecaja u gastrointestinalnom sustavu. Uobicajena
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dobna granica za definiranje starijih osoba je 63 do 76 godina, a oko te dobi crijevna mikrobiota
gubi svoju relativnu stabilnost (Vemuri i sur., 2018). Matijasic i sur. (2014) uocili su Smanjenje
broja bakterija roda Bifidobacterium s dobi ispitanika.

Nekoliko je studija potvrdilo prisutnost nekih bakterijskih vrsta u amnionskoj tekucini u
maternici, ali je utvrdeno da su broj i raznolikost preniski da bi imali u¢inak na kolonizaciju
crijeva dojencadi. Dojencad rodenu vaginalnim putem koloniziraju mikrobne zajednice
karakteristiéne za vaginalnu mikrobiotu majki, poput rodova Lactobacillus, Prevotella i
Sneathia. S druge strane, kod dojencadi rodene carskim rezom pronadena je mikrobiota
karakteristicna za kozu s dominantnim rodovima Staphylococcus, Propionibacterium i
Corynebacterium te velik broj Clostridium difficile i Escherichia coli (Clemente i sur., 2012;
Cresci i Bawden, 2015).

Dojenje ima znacajnu ulogu u oblikovanju sastava crijevne mikrobiote u dojencadi s
dugoro¢nim ucincima na sam sastav te posljedicno i na imunosni i gastrointestinalni sustav.
Dominantne bakterijske vrste u dojencadi su Bifidobacterium i Bacteroides. Za razliku od
mikrobiote dojencadi i djece, u odraslih je sastav mikrobiote stabilniji i viSe ga oblikuje okoli§
nego genetika. Kako ljudi stare, mikrobna raznolikost stalno se povecava kod zdravih osoba,

dok se smanjena mikrobna raznolikost povezuje s razli¢itim bolestima (Ruan i sur., 2020).

Disbioza uzrokovana terapijom antibioticima karakterizirana je gubitkom raznolikosti
bakterija, gubitkom specifi¢nih rodova bakterija te posljedicnim metabolickim promjenama
koje dovode do smanjene otpornosti na kolonizaciju crijevnih patogena, primjerice Clostridium
difficile koji se povezuje s upotrebom antibiotika Sirokog spektra (Palleja i sur., 2018). Ve
nakon nekoliko dana terapije, dolazi do smanjene raznolikosti bakterija koljena Firmicutes i
Bacteroidetes, posebice bakterija roda Bifidobacterium, $to je ¢esto popraceno prerastanjem
bakterija porodice Enterobacteriaceae (Jernberg i sur., 2007). Kod primjene antibiotika Sirokog
spektra takoder moze do¢i do povecanja omjera koljena bakterija Bacteroidetes/Firmicutes
(Panda i sur., 2014). Cak i kratkotrajna uporaba, posebice u prve dvije godine Zivota, moze
dovesti do dugotrajnih promjena u sastavu mikrobiote crijeva. Disbioza poti¢e horizontalni
prijenos gena antibiotske rezistencije §to omogucéuje evoluciju otpornih patogena i Sirenje

otpornosti na antibiotike (Ramirez i sur., 2020; Lange i sur., 2016).

Probiotici se definiraju kao Zivi mikroorganizmi koji, kada se primjenjuju u odgovaraju¢im
koli¢inama, pozitivno djeluju na zdravlje domacina na siguran i u¢inkovit na¢in (WHO/FAOQ,

2002). PredloZeni mehanizmi kojima probiotici mogu pozitivno utjecati na zdravlje ukljucuju



poboljsanje funkcije crijevne barijere kroz ucinke na epitel 1 mukozu, proizvodnju
antimikrobnih tvari, regulaciju luminalne kiselosti te kompeticiju s patogenim bakterijama
(Kristensen 1 sur., 2016). Naj¢es¢e konzumirani probiotici pripadaju rodu Lactobacillus i
Bifidobacterium (Conlon i Bird, 2015). Kod slu¢ajeva disbioze crijevne mikrobiote, postoje
dokazi o restorativnom ili zastitnom u¢inku odredenih sojeva probiotika, kako na samu fekalnu
mikrobnu zajednicu, tako i na fiziologiju domacina, npr. ublazavanje gastrointestinalnih
simptoma (Kristensen i sur., 2016). Sinbiotikom se naziva kombinacija probiotika s
prebiotikom. Sinbiotici imaju potencijal znacajnije utjecati na crijevnu mikrobiotu i zdravlje
domacina u usporedbi s izoliranim unosom prebiotika ili probiotika jer prebioticka komponenta

potice prezivljavanje i rast probiotickih bakterija u gastrointestinalnom traktu (Davis, 2016).

Pusenje je povezano sa smanjenom brojnosti bakterija koljena Firmicutes i Actinobacteria te
povecanom brojnosti bakterija koljena Bacteroidetes i Proteobacteria. Istrazivanje Biedermann
I suradnika (2013) pokazalo je da prestankom pusenja dolazi do povecanja broja bakterija
koljena Firmicutes i Actinobacteria uz istovremeno smanjenje brojnosti Bacteroidetes i
Proteobacteria. To¢an mehanizam utjecaja pusenja cigareta na mikrobiotu aktivno je podrucje
istrazivanja; moze biti povezan s promjenama intestinalnog epitela, imunoloSkom
signalizacijom i/ili proizvodnjom mucina. Ostaje nejasno posreduju li te promjene u crijevnoj

mikrobioti nekim od Stetnih u¢inaka pusenja (Dong i Gupta, 2019).

Postoji viSe gena povezanih s pretiloS¢u koji pojedina¢no imaju minimalni utjecaj na apetit 1
unos hrane. Medutim, kombinacija jednog ili viSe gena s disbiozom uzrokovanom pretilos¢u
moZe utjecati ne samo na apetit 1 unos hrane, nego 1 na iskoriStavanje energije, taloZzenje masti
i upalne procese u organizmu (Bell, 2015). Pretilost se povezuje s manjim udjelom bakterijskih
vrsta Christensenella minuta, Akkermansia muciniphila, and Methanobrevibacter smithii te
poveéanom koncentracijom bakterija koljena Firmicutes, osobito roda Blautia (Ruan i sur.,
2020; Ley i sur., 2005). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da je mikrobiota tipi¢na za stanje
pretilosti povezana s unosom hrane, odnosno da disbioza mikrobiote nije uzrok nego posljedica
pretilosti (Bell, 2015).

2.1.3. Utjecaj crijevne mikrobiote na zdravlje

Jedna od znacajki zdravog mikrobioma je njegova otpornost, sposobnost povratka u ravnotezno
stanje i otpornost na perturbacije. Znacajne interindividualne razlike u raznolikosti mikrobiote

otezavaju definiranje idealne zajednice mikroba u crijevima (Tuddenham i Sears, 2015).
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Disbioza crijevne mikrobiote povezana je s razli¢itim patoloskim stanjima koja utjeCu na
gastrointestinalni trakt (proljev, sindrom iritabilnog crijeva), imunoloski sustav (alergije,
multipla skleroza, dijabetes tipa 1, upalne bolesti crijeva, reumatoidni artritis), sredisnji ziv¢ani
sustav (Alzheimerova i Parkinsonova bolest, autizam), kao i energetski metabolizam domacina
(pretilost, dijabetes tipa 2, ateroskleroza), iako jos$ uvijek nije jasno jesu li promjene u crijevnoj
mikrobioti uzrok ili posljedica navedenih poremecaja. Odnos izmedu dva dominantna koljena
bakterija, izrazen kao omjer bakterija koljena Firmicutes/Bacteroidetes, povezan je s raznim
patoloskih stanjima te se crijevna mikrobiota namece kao obecavajuci cilj za prehrambenu ili

terapijsku prevenciju i lijeCenje ovih bolesti (Magne i sur, 2020).

Rezultati nedavnih istrazivanja ukazuju da promjene u crijevnoj mikrobioti imaju znacajan
utjecaj na poremecaje gastrointestinalnog sustava, Sto je posebno izrazeno kod sindroma
iritabilnog crijeva i Chronove bolesti. Upalni procesi koji se javljaju u crijevima uzrokuju
promjene u crijevnoj mikrobioti §to moze imati ulogu u komunikaciji izmedu crijevne
mikrobiote i mozga (Greenwood-Van Meerveld, 2017). Komunikacija izmedu crijevne
mikrobiote i mozga je dvosmjerna te ukljucuje neuroloske, endokrine i imunoloske mehanizme,
a poremecaj u komunikaciji povezuje se s razvojem neurodegenerativnih bolesti (Rogersi sur.,

2016).

Kratkolan¢ane masne kiseline proizvod su mikrobnog metabolizma u intestinalnom traktu,
nastaju fermentacijom neprobavljivih ugljikohidrata (prebiotika) i sniZavaju intestinalni pH §to
inhibira rast prisutnih patogenih mikroorganizama. One reguliraju rast, stani¢nu diferencijaciju
I transportne procese crijevnih epitelnih stanica i sudjeluju u kontroli metabolizma lipida i
ugljikohidrata u jetri. Najbrojnije i najbolje proucene kratkolan¢ane masne kiseline su acetat,
propionat i butirat. Intestinalni sastav kratkolan¢anih masnih kiselina ovisi o sastavu crijevne
mikrobiote, prehrani 1 intestinalnom pH. Epitelne stanice domacina apsorbiraju kratkolan¢ane
masne Kiseline stoga se njihova koncentracija smanjuje od proksimalnog do distalnog kolona.
Osim u epitelnim stanicama, transporteri se nalaze na imunoloSkim, enteroendokrinim,
bubreznim i mozdanim stanicama, Sto odrazava razli¢ite u¢inke kratkolan¢anih masnih kiselina
na fiziologiju domacina (Ruan 1 sur., 2020). Proizvodnja kratkolancanih masnih kiselina stvara
blago kisele uvjete s pH vrijednostima izmedu 5,5 1 6,5, §to ne podrzava rast patogenih bakterija
(Furusawa i sur., 2013). Razlicite bakterijske vrste proizvode razlicite kratkolan¢ane masne
kiseline; bakterije rodova Akkermansia, Bifidobacterium, Prevotella i Bacteroides proizvode

propionat, dok Coprococcus proizvodi butirat (Morrison i Preston, 2016).
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Vitamini menankion (K2), folat, kobalamin i riboflavin produkti su crijevne mikrobiote $to ju
¢ini kljuénom za odgovarajucu koncentraciju vitamina u tijelu. Razliciti rodovi bakterija imaju
moguénost biosinteze razliCitth vitamina, primjerice bakterije roda Bifidobacterium
sintetiziraju vitamin K, vitamin B2, biotin, folat i tiamin, bakterijske vrste Bacillus subtilis i E.
coli sintetiziraju riboflavin, dok bakterije roda Lactobacillus imaju sposobnost sinteze

kobalamina i ostalih vitamina B skupine (Tomova i sur., 2019).

Trimetilamin-N-oksid (TMAOQ) produkt je bakterijskog metabolizma kojeg se povezuje s
kardiovaskularnim 1 neuroloskim poremecajima. Karnitin 1 kolin prekursori su sinteze
trimetilamin-N-oksida te se primarno nalaze u hrani Zivotinjskog podrijetla, najvise u crvenom
mesu i jajima, a u manjoj koli¢ini u ribi i grahu (Tomova i sur., 2019). TMAO je ukljucen u
patogenezu kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i zatajenja bubrega. Vegetarijanci, zbog
razli¢itog sastava crijevne mikrobiote, imaju manju sposobnost sinteze trimetilamina (TMA)
koji je prekursor u sintezi TMAO. Primijecena je sli¢na koncentracija TMAO u plazmi kod
vegana i lakto-ovo-vegetarijanaca, a smanjenje koncentracije TMAO moze se posti¢i veéim
pridrzavanjem mediteranske prehrane, osobito vegetarijanske prehrane bogate vocem 1

povréem, §to moze rezultirati smanjenim rizikom za kardiovaskularne bolesti (Obeid i sur.,

2017).

2.2. VEGETARIJANSKA | VEGANSKA PREHRANA

Vegetarijanstvo obuhvaca spektar obrazaca prehrane, od prehrane koja izostavlja sve
zivotinjske proizvode (veganska prehrana), prehrane koja ukljucuje jaja (ovo-vegetarijanci),
mlijeko 1 mlije¢ne proizvode (lakto-vegetarijanci), 1 jaja i mlijeko 1 mlije¢ne proizvode (lakto-
ovo-vegetarijanci), do prehrane koja uz mlijeko, mlije¢ne proizvode i jaja ukljucuje ribu i
morske plodove (pesco-vegetarijanci) (Tonstad, 2009). Lakto-ovo-vegetarijanstvo
najrasprostranjeniji je oblik vegetarijanske prehrane. Fleksitarijanstvo, odnosno povremeno
ukljuc¢ivanje male koli¢ine mesa u prehranu na biljnoj bazi, relativno je novi pojam koji moze
prosiriti dostupnost vegetarijanske prehrane $iroj javnosti (Segovia-Siapco i Sabaté, 2018).
Vegetarijanski obrasci prehrane povezuju se s mnogim pozitivnim ucincima na zdravlje zbog
veceg unosa vlakana, folne kiseline, vitamina C i E, kalija, magnezija, fitokemikalija te
zastupljenosti nezasi¢enih masnih kiselina (Clarys i sur., 2014). Ranije zabrinutosti oko
vegetarijanske prehrane temeljile su se na neadekvatnosti povezanoj s biljnim proteinima, ali

sada je znanstveno utvrdeno da dobro planirana vegetarijanska prehrana moze biti nutritivno
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adekvatna 1 moze sprijeciti 1 lijeciti odredene bolesti te se takoder smatra prikladnom za sve

faze zivotnog ciklusa (Melina i sur., 2016).

Veganska prehrana iskljucuje svu hranu Zivotinjskog podrijetla, kao $to su meso, riba, mlije¢ni
proizvodi i jaja, a bazira se na konzumaciji voéa, povrca, Zitarica, mahunarki, orasastih plodova
I sjemenki. Prijelaz na vegansku prehranu obi¢no je rezultat etickih nacela pojedinca koja se
odnose na prava i dobrobit zivotinja, no moze biti i zbog religioznih i moralnih vrijednosti,
socioekonomskih razmatranja i/ili ekoloskih razloga (Sakkas i sur., 2020). Cesto se uzima u
obzir i upotreba antibiotika i stimulansa rasta za uzgoj Zivotinja i bolesti koje se prenose
zivotinjama. Osim toga, alergija na mlije¢ne proizvode i intolerancija na laktozu potaknuli su
popularnost mlijecnih zamjena na bazi soje (Craig, 2009). Veganska prehrana popularnija je
kod mladih, posebice kod Zzena (Worsley i Skrzypiec, 1998). Veganska prehrana potencijalno
je deficitarna u unosu vitamina By, vitamina D, cinka i ®-3 masnih kiselina, stoga prehrana
mora biti pomno isplanirana i prema potrebi ukljucivati dodatke prehrani (Losno i sur., 2021,
Sakkas i sur., 2020).

Cilj studije koju su proveli Clarys i suradnici bio je na temelju upitnika o ucestalosti
konzumiranja hrane, procijeniti prehranu te usporediti kvalitetu i komponente vegetarijanskih
obrazaca prehrane i prehrane svejeda. Veganska prehrana, koja predstavlja najrestriktivniji
obrazac vegetarijanske prehrane, imala je najmanji ukupni unos energije i proteina, bolji profil
unesenih masti te najvisi unos prehrambenih vlakana. Unos kalcija bio je najnizi kod vegana, a
ujedno i ispod nacionalnih prehrambenih preporuka. Veganska prehrana dobila je najvise
vrijednosti Indeksa pravilne prehrane (eng. Healthy Eating Indeks, HEI) i Skora mediteranske
prehrane (eng. Mediterranean diet score, MDS), dok je prehrana svejeda dobila najnize

vrijednosti (Clarys i sur., 2014).

2.2.1. Utjecaj veganske i vegetarijanske prehrane na zdravlje

Hrana biljnog podrijetla povezana je smanjenjem upalnih procesa u crijevima, poboljSanom
osjetljivosti na inzulin, pobolj$anim lipidnim profilom, smanjenom proizvodnjom toksina i
smanjenim rizikom od infekcija te nekih vrsta raka. Mnoge zdravstvene dobrobiti biljne
prehrane dijelom su posredovane crijevnom mikrobiotom, ne samo zbog vece relativne
zastupljenosti bakterija za koje se smatra da imaju pozitivan u¢inak na zdravlje domacina, nego
i zbog postbioti¢kih i epigenetskih ucinaka na razli¢ite ¢cimbenike rizika za kroni¢ne upale i

kroni¢ne degenerativne bolesti (Tomova i sur., 2019).
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EPIC-Oxford i Adventist Health Study-2 najvece su prospektivne studije koje su jos$ u tijeku, a
ukljucuju visok udio vegetarijanaca. Ovim dvjema studijama prethodile su Adventist Health
Study-1, koja je pratila kohortu od 34 198 ¢lanova sastavljenih od adventista sedmog dana u
¢lanova od 1980. do 1984. godine. Rezultati tih epidemioloskih studija pokazali su povoljan

utjecaj vegetarijanske prehrane na dugovje¢nost, cjelokupno zdravlje i kvalitetu zivota (Segovia

Siapco i Sabaté, 2018).

Veganska prehrana povezana je s nizim indeksom tjelesne mase, nizim LDL kolesterolom,
nizom koncentracijom glukoze u krvi nataste, inzulinom, krvnim tlakom, trigliceridima i
opCenito poboljsanim kardiovaskularnim zdravljem. Razlozi blagotvornog djelovanja
vegetarijanstva i veganstva na ukupni i LDL-kolesterol su razli¢iti i uglavnom se temelje na
nizem unosu ukupnih masti i zasi¢enih masnih Kiselina, ali i povec¢anoj konzumaciji namirnica
za koje je dokazan pozitivan utjecaj na navedene parametre, kao $to su soja, mahunarke, orasasti
plodovi i biljna ulja. Glavno otkri¢e Adventist Health Study-2 (AHS-2), provedene na gotovo
61 000 ispitanika, bilo je gotovo 50 %-tno smanjenje rizika od dijabetesa tipa 2 kod vegana i

lakto-ovo-vegetarijanaca u usporedbi s ne-vegetarijancima (Fraser, 2009).

AHS-2 ukazala je na povezanost izmedu smanjenja udjela namirnica Zivotinjskog podrijetla u
prehrani i smanjenja indeksa tjelesne mase, i to sljede¢im redom: svejedi (28,3 kg/m?), semi-
vegetarijanci (27,0 kg/m?), pesco-vegetarijanci (25,7 kg /m?), lakto-ovo-vegetarijanci (25,5
kg/m?) i vegani (23,1 kg/m?) (Fraser, 2009). Nizi indeks tjelesne mase kod vegetarijanaca i
vegana ocekivan je jer je povezan s nizim unosom energije kojeg prijavljuju, sto je pokazao

velik broj istrazivanja (Dinu i sur., 2017).

U usporedbi s ne-vegetarijancima, vegetarijanci i vegani imaju 11 — 19 % nizi rizik od
incidencije raka; vegani i lakto-ovo vegetarijanci u AHS-2 imali su zna¢ajno smanjen rizik za
odredene vrste raka u usporedbi s ne-vegetarijancima: 16 % smanjen rizik od svih vrsta raka za
vegane i 42 % smanjen rizik od raka debelog crijeva za lakto- ovo-vegetarijance. Lakto-ovo
vegetarijanci i vegani u AHS-2 imaju 43 % odnosno 63 % znac¢ajno manji rizik od hipertenzije
u usporedbi s ne-vegetarijancima. Znacajno nizi krvni tlak ili prevalencija hipertenzije medu
vegetarijancima i veganima pripisuju se njihovom nizem indeksu tjelesne mase. Vegani i lakto-
0Vvo Vegetarijanci su takoder imali nizu prevalenciju metabolickog sindroma i divertikularnih

bolesti (Segovia-Siapco i Sabaté, 2018).
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Rezultati meta-analize pokazuju da vegetarijanci i vegani pokazuju znacajno niZe razine
najrelevantnijih ¢imbenika rizika za kroni¢ne bolesti kao Sto su indeks tjelesne mase,
koncentracije lipida i glukoze nataste u usporedbi s ne-vegetarijancima i ne-veganima (Segovia-
Siapco i Sabaté, 2018).

Analiza kohortnih prospektivnih studija pokazala je 25 %-tno smanjenje rizika od incidencije
ishemijske bolesti srca i incidencije karcinoma (-8 %) kod vegetarijanaca. Sli¢no, iako u vrlo
ograni¢enom broju studija, veganska prehrana pokazala je znacajnu povezanost sa smanjenim
rizikom od ukupne incidencije raka (-15 %). Ukupna analiza medu prospektivnim kohortnim
studijama dokumentirala je 25 %-tno smanjenje incidencije i/ili mortaliteta od ishemijske
bolesti srca, ali ne i incidencije i/ili mortaliteta od ukupnih kardiovaskularnih i
cerebrovaskularnih bolesti te 8 %-tno smanjenje incidencije ukupnog raka, ali ne i smrtnosti od
raka kada se vegetarijanci usporeduju s ne-vegetarijancima. Ovi rezultati mogu se objasniti
¢injenicom da su incidencija i mortalitet dva vrlo razlicita ishoda, pri ¢emu na smrtnost od
kardiovaskularnih bolesti i raka uvelike utjeCu pristupi lijeCenju (Segovia-Siapco i Sabaté,

2018).

2.2.2 Crijevna mikrobiota kod prehrane biljnog podrijetla

Biljna prehrana prirodno je nisko masna $to pogoduje bakterijama roda Bifidobacterium. Masti
koje se unose kod vegetarijanske i/ili veganske prehrane pretezito su mononezasi¢ene 1
polinezasi¢ene, §to povecava omjer koljena Bacteroidetes/Firmicutes te povecava brojnost
bakterija rodova Bifidobacterium i Akkermansia i bakterija mlije¢ne kiseline (Singh i sur.,
2017).

U usporedbi s prehranom svejeda, vegani unose vecu koli¢inu vlakana, a manju koli¢inu
zasi¢enih masnih Kiselina i proteina. Upravo veci unos vlakana i polifenola povezuje se s ve¢om
raznolikosti i brojnosti bakterija s povoljnim utjecajem na zdravlje domacina. Vlakna, odnosno
neprobavljivi ugljikohidrati, koja se nalaze isklju¢ivo u hrani biljnog podrijetla, najdosljednije
povecavaju broj bakterija rodova Ruminococcus, Eubacterium i Roseburia, koje pripadaju
bakterijama mlije¢ne kiseline. Takoder, unos vlakana povezan je sa smanjenim brojem bakterija
roda Clostridium i Enterococcus te veé¢im brojem bakterijskih vrsta koje fermentiraju vliakna u
kratkolancane masne kiseline. Osim hranjivih tvari, biljke sadrze brojne fitokemikalije, koje
iako nemaju dodatnu nutritivhu vrijednost, mogu utjecati na razli¢ite metabolicke puteve u

tijelu, rezultirajuéi visestrukim zdravstvenim koristima (Sakkas i sur., 2020).
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Polifenoli, koji se takoder nalaze u hrani biljnog podrijetla, povecavaju brojnost bakterija
rodova Bifidobacterium i Lactobacillus koji pokazuju protuupalne ucinke na ljudsko zdravlje
(Losno i sur., 2021). Interakcija polifenola i crijevne mikrobiote dvostrana je; bakterije koriste
polifenole za proizvodnju mikrobnih metabolita, koje zatim koriste kao prebiotike. Urolitini su
primjer mikrobnih metabolita koje koriste bakterije roda Bifidobacterium i Lactobacillus.
Polifenolima su bogati voce, povrée, sjemenke, kakao, ¢aj i vino (Cardona i sur., 2013).
Povecan unos orasastih plodova, posebice oraha, povecava brojnost bakterija porodica

Ruminococcaceae i Bifidobacteriae (Bamberger i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno u sklopu pilot projekta naziva ,,Crijevna mikrobiota radno-aktivne
populacije u RH* koji se provodi u suradnji Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista

u Zagrebu s Institutom za antropologiju u vremenskom razdoblju od 2021. do 2022. godine.

Regrutacija ispitanika provedena je interno, oglasavanjem unutar Instituta za antropologiju i
Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta. U istrazivanju je sudjelovalo 59 ispitanika oba spola

u dobi od 18 do 59 godina starosti, od ¢ega 48 svejeda, 6 vegana te 2 vegetarijanca.

Svi ispitanici dobrovoljno su sudjelovali u istraZivanju te su prije samog pocetka detaljno
upuceni u protokol i ciljeve istrazivanja. Svaki ispitanik potpisao je informirani pristanak za
sudjelovanje u projektu, ispunio online upitnik o prehrambenim i zivotnim navikama te
dostavio uzorak stolice istraziva¢ima. IstraZivanje se provodilo u skladu sa svim smjernicama
propisanim Opcéom uredbom o zaStiti podataka — GDPR (Zakon, 2018) te Helsinskom
deklaracijom. Svi prikupljeni podaci u istrazivanju, kao i identitet ispitanika Sifrirani su te je
identitet ispitanika poznat samo odredenim istraziva¢ima iz tima zaduzenog za dostavljanje
osobnog izvjes¢a o sastavu mikrobiote. Istrazivanje je prije pocetka provedbe Projekta

odobreno pozitivnim rjeSenjem Etickog povjerenstva Instituta za antropologiju.

3.2. METODE RADA
Metode koje su se koristile u istrazivanju mogu se podijeliti na dijeteticke i genomicke.
3.2.1. Dijeteticke metode

Ispitanici su popunjavali upitnik koji je sadrzavao opca pitanja o Zivotnim i prehrambenim
navikama te pitanja o uskladenosti s mediteranskim na¢inom prehrane. Upitnik se popunjavao
preko Google forms platforme te je sadrzavao ukupno 65 pitanja, od kojih se posljednjih 14
odnosilo na uskladenost s mediteranskim nacCinom prehrane. Upitnik je sadrzavao pitanja
vezana uz opce podatke o ispitanicima (spol, dob, brac¢ni status, obrazovanje), antropometrijske
podatke (visina i tjelesna masa), podatke o nacinu Zivota (tjelesna aktivnost, spavanje, pusenje)
te pitanja o prehrambenim navikama (ucestalost konzumacije odredenih namirnica, raspored

obroka u danu, konzumiranje dodataka prehrani, probiotika).
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Upitnik je sadrzavao i dva dana 24-satnog prisjeCanja unosa hrane i pi¢a u kojima se od
ispitanika trazilo da navedu svu konzumiranu hranu i pi¢a u proteklih 48 sati. Posljednjih 14
pitanja zapravo su vrednovani upitnik za procjenu uskladenosti prehrane ispitanika s
mediteranskom prehranom preuzet iz istrazivanja kojeg su proveli Martinez-Gonzélez 1
suradnici (2012). Upitnik je preveden na hrvatski jezik za potrebe istrazivanja. Satija i suradnici
(2016) koristili su sli¢an pristup kao i Martinez-Gonzalez i suradnici, pozitivno bodujuéi hranu
biljnog podrijetla, a negativno hranu zivotinjskog podrijetla, stoga se koristeni upitnik moze

koristiti za procjenu uskladenosti prehrane s vegetarijanskim obrascima prehrane.

3.2.2. Genomicke metode

Za izolaciju DNA koristen je QIAamp® PowerFecal® DNA set kemikalija (kit) prema
protokolu Quick-Start. Uzorci stolice, prethodno ¢uvani u zamrzivacu na -80°C, otopljeni su na
sobnoj temperaturi i homogenizirani prije daljnjih koraka obrade uzoraka. Za izolaciju je

koristeno 0,25 g uzorka stolice prema uputama proizvodaca.

Sekvenciranje je provedeno u Institutu za antropologiju (Zagreb, Hrvatska) koriStenjem
platforme Illumina MiSeq i protokola za sekvenciranje spojenih krajeva (eng. paired-end
segeuncing). Varijabilne regije V3 i V4 gena koji kodira za 16S rRNA umnoZene su pomocéu
pocetnica 341F/806R koristenjem lan¢ane reakcije polimeraze u 30 ciklusa. Nakon umnaZanja
fragmenta gena, PCR produkti provjereni su na 2 %-om agaroznom gelu te su prociSceni
koriStenjem Ampure XP kuglica. Pro¢is¢eni PCR produkti koriSteni su za izradu DNA knjiZica
upotrebom Illumina TruSeq DNA library protokola te su sekvencionirani Illumina MiSeq

platformom.

Sirovi podaci sekvenciranja fragmenta gena 16S rRNA preuzeti su s [llumina MiSeq uredaja u
obliku Fastq datoteka. Sirove DNA sekvence uéitane su u QIIME2 bioinformati¢ku platformu
(https://giime2.org/) kroz koju su kvalitativno provjerene i filtrirane, uklonjene kimeri¢ne
sekvence i izraGunate su umnozene varijante sekvenci (engl. amplicon sequence variant, ASV)
koriStenjem DADA?2 algoritma. Indeksi alfa 1 beta raznolikosti izracunati su koriStenjem q2-
diversity metode QIIME2 platforme na uzorcima razrijedenim (engl. rarefied) na 20 000

o¢itanih sekvenci DNA po uzorku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je povezati obrazac prehrane ispitanika s utjecajem na sastav crijevne
mikrobiote. Pojam zdrave crijevne mikrobiote tesko je precizno definirati, no neke od znacajki
su veca bioraznolikost te prisutnost odredenih rodova i vrsta bakterija s poZeljnim utjecajem na
zdravlje domacina (Magne i sur., 2020). Prehrana je jedan od najznacajnijih egzogenih faktora
koji utjeCu na sastav i promjenu crijevne mikrobiote. Pretezito biljna prehrana s visokim
udjelom vlakana rezultira poveéanom bakterijskom raznolikosti u crijevima te vecom
proizvodnjom kratkolanCanih masnih kiselina koje imaju pozitivan ucinak na zdravlje
domacina. Osobe ¢ija se prehrana bazira na namirnicama zivotinjskog podrijetla imaju veci
udio bakterija roda Bacteroides, dok je povecana brojnost bakterija koljena Firmicutes te
bakterija roda Prevotella i Ruminococcus u korelaciji s veCom konzumacijom hrane biljnog
podrijetla sto je karakteristika vegetarijanskih obrazaca prehrane (De Filippo i sur., 2010; David
i sur., 2014).

Analiza prehrane ispitanika provedena je putem Google forms ankete. Ispitanici su svrstani u
tri kategorije obzirom na obrazac prehrane (svejedi, vegetarijanci i vegani) te se promatrao
sastav njihove crijevne mikrobiote dobiven izolacijom DNA iz uzoraka stolice. Takoder se
promatrao utjecaj odabranih endogenih (indeks tjelesne mase) i egzogenih (konzumacija
probiotika) faktora potencijalnog utjecaja na sastav crijevne mikrobiote ispitanika.

Rezultati rada prikazani su u obliku 13 slika, od kojih se prvi dio odnosi na uskladenost prehrane
ispitanika s mediteranskim na¢inom prehrane te ucestalost konzumacije karakteristi¢nih
skupina namirnica (poglavlje 4.2.), a drugi dio na raznolikost crijevne mikrobiote u ovisnosti o

vrsti prehrane te odabranih ¢cimbenika (poglavlja 4.3. — 4.5.).

4.1. ISPITANICI

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 59 ispitanika, od c¢ega 35 ispitanika Zenskog (60 %) te 24
ispitanika (40 %) muskog spola. Starosnoj skupini 18 - 29 godina pripada 15 ispitanika (25,4
%) , 20 ispitanika (33,9 %) skupini 30 - 39 godina, 18 ispitanika (30,5 %) skupini 40 - 49 godina
te 6 ispitanika (10,2 %) skupini 50 - 59 godina starosti.

Svoju prehranu 48 ispitanika (81,4 %) opisuje kao prehranu svejeda, 6 ispitanika (10,2 %)
izabire vegansku prehranu, 2 ispitanika (3,4 %) vegetarijansku prehranu, 2 ispitanika (3,4 %)

opisuje svoju prehranu kao onu za posebne prehrambene potrebe (dijabeticka prehrana,

19



prehrana za bubrezne bolesnike, sréane bolesnike itd.), dok 1 ispitanik opisuje svoju prehranu
kao izrazito mesnu s vrlo malim udjelom povréa bez konzumacije vo¢a. Analizom odgovora
prikupljenih upitnikom vidljivo je da su osobe s prehranom za posebne prehrambene potrebe

takoder svejedi, dok su oba vegetarijanca pesco-vegetarijanci.

Prema izracunatom indeksu tjelesne mase, 33 ispitanika (55,9 %) je adekvatne tjelesne mase
(18,5 — 24,9 kg/m?), dok je preostalih 26 ispitanika (44,1 %) prekomjerne tjelesne mase (25 —
29,9 kg/m?), od kojih su 25 svejedi i 1 vegan.

Vecina je ispitanika tjelesno aktivna, c¢ak njih 47 (88,7 %) te vecina navodi hodanje, tr¢anje i

(8,5 %) su bivsi pusaci, dok je 12 ispitanika (20,3 %) aktivni pusaci.

Neku vrstu dodataka prehrani koristi 37 ispitanika (62,7 %), ve¢inom multivitaminske
pripravke, dok 22 ispitanika (37,3 %) uopce ne koristi dodatke prehrani. Veéina ispitanika (35;
59,3 %) ne koristi probiotike kao dodatke prehrani, niti konzumira prehrambene proizvode s
dodacima probioti¢kih kultura, 15 ispitanika (25,4 %) konzumira probioticke jogurte, dok 9
ispitanika (15,3 %) koristi probiotike kao dodatke prehrani.

Antibiotik je koristilo 8 ispitanika (13,6 %) (klavocin, sumamed, ninur i augmentin) unazad tri
mjeseca od dana ukljucivanja u istrazivanje. Probleme s naduto$¢u nema 8 ispitanika (13,6 %),
15 ispitanika (25,4 %) pati od nadutosti jednom mjesecno, 17 ispitanika (28,8 %) 2 - 3 puta
mjesecno, 8 ispitanika (13,6 %) jednom tjedno, 7 ispitanika (11,9 %) 2-3 puta tjedno, dok

svakodnevne probleme s nadutos¢u ima 4 ispitanika (6,8 %).

4.2. USKLADENOST PREHRANE ISPITANIKA S MEDITERANSKOM
PREHRANOM

Za procjenu uskladenosti mediteranske prehrane koristen je vrednovani upitnik od 14 pitanja
koja se odnose na ucestalost konzumacije namirnica koje se povezuju s mediteranskim na¢inom
prehrane, primjerice maslinovo ulje, povrce, vo¢e, mahunarke, orasasti plodovi, riba te umak
od rajCice. Pitanja se boduju s jednim ili nula bodova, ovisno o kriteriju za svako pojedino
pitanje. Veci broj serviranja namirnica povezanih s mediteranskim na¢inom prehrane boduje se
s jednim bodom, dok se povecana ucestalost konzumacije namirnica koje nisu u skladu s
mediteranskom prehranom, poput crvenog mesa, preradenith mesnih proizvoda, maslaca,

zasladenih gaziranih pica te slatkisa, boduje se s nula bodova. Ukupan broj bodova < 5 smatra
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se niskom uskladenosti, ukupan broj bodova 6 - 9 srednjom uskladenosti, dok se ukupan broj
bodova > 10 smatra visokom uskladenosti prehrane s mediteranskim nacinom prehrane.
Ispitanici su podijeljeni u 3 skupine ovisno o vlastitoj vrsti prehrane te je izracunat prosjecni
broj bodova za svaku skupinu (slika 4). Prosje¢ni broj bodova kod vegana iznosi 7,2, kod
vegetarijanaca 5,5, a kod svejeda 5 bodova. Rezultati su u skladu s istrazivanjem Clarys i
suradnika (2014), koji su takoder utvrdili najvise vrijednosti skora mediteranske prehrane kod

vegana, a najnize vrijednosti kod svejeda.

14
12

10

bodovi

vegani vegetarijanci svejedi

Slika 4. Skor mediteranske prehrane ovisno o vrsti prehrane ispitanika

Pitanja unutar upitnika ukljucivala su uéestalost konzumacije povrca, voca, oraSastih plodova i
mahunarki, odnosno skupina koje su temelj prehrane biljnog podrijetla. Takoder, navedene
skupine namirnica vazan su izvor prehrambenih vlakana koji su potencijalni modulatori sastava
crijevne mikrobiote. Na slici 5 prikazana je ucestalost konzumacije navedenih namirnica po
skupinama ispitanika ovisno o vrsti prehrane. Kod vegana je uoCena najveca prosje¢na
ucestalost konzumacije povréa (2 porcije/dan) i mahunarki (4,2 porcije/tjedan), dok je kod
vegetarijanaca uocena najveca prosjecna ucestalost konzumacije oraSastih plodova (4,5
porcije/tjedan). Ucestalost konzumacije voc¢a jednaka je kod vegana i vegetarijanaca te u
prosjeku iznosi 1,5 porciju dnevno. Svejedi su pokazali najmanju prosjecnu ucestalost

konzumacije svih navedenih skupina.
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Slika 5. Ucestalost konzumacija skupina namirnica karakteristicnih za prehranu biljnog
podrijetla: (a) Ucestalost konzumacije povréa (broj porcija/dan; porcija iznosi 150 g); (b)
Ucestalost konzumacije vo¢a (broj porcija/dan; porcija iznosi 200 g; u porciju su ukljuceni 1
vocéni sokovi); (¢) Ucestalost konzumacije orasastih plodova (broj porcija/tjedan; porcija iznosi

30 g); (d) Ucestalost konzumacije mahunarki (broj porcija/tjedan; porcija iznosi 150 g).
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4.3. TAKSONOMSKA ZASTUPLJENOST MIKROORGANIZAMA U UZORCIMA

4.3.1. Taksonomska zastupljenost mikroorganizama u uzorku svakog ispitanika

Vizualni prikazi dobiveni su provodenjem podataka dobivenih izolacijom DNA iz uzoraka kroz

QIIME2 program (slika 6). Uzorci su poredani od najmanje do najvece po zastupljenosti

bakterija koljena Firmicutes.

B o_sacteriain_Fimicutes

. d_ Bacteria;p_ Bactercidota
B o_sacteriaip_Actinobacteriota
. d__Bacteria;p_ Verrucomicrobiota
B o_sacteniap_Froteobacteria
B ¢_sacteria__

B o_sacteriain_Fusobacteriota
B ¢_sacteria;p_pesurobactersta
B o_nschaeap_Eurarchacota
[ ¢_sacterian_Cyanobactera
B unassignes._

[T d_Bacteriaip_Dsfemibacterota
B «_sacteria;p_synergistota
. d__Bacteria;p__Campilobacterota
B ¢ _Baceian_Fatescivacteria
B o_Bacteniap_spirochaetota
. d__Archaea;__

Relativna frekvencija

Slika 6. Taksonomska zastupljenost bakterija na razini koljena u uzorku mikrobiote svakog

pojedinog ispitanika

Najmanja zastupljenost bakterija koljena Firmicutes (13 %) uocena je kod ispitanika pod Sifrom
IM-17 koji je zenskog spola dobne skupine od 40 do 49 godina. Hrani se prehranom svejeda te
joj indeks tjelesne mase iznosi 27,1 kg/m?, $to se klasificira kao prekomjerna tjelesna masa.
Boluje od sindroma iritabilnog crijeva, unazad 3 mjeseca od ispitivanja koristila antibiotik
augumentin te koristi probiotike kao dodatke prehrani. Ispitanica ima najvecu zastupljenost

bakterija koljena Bacteroidetes koja iznosi 85 %.
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Najveca zastupljenost bakterija koljena Firmicutes (91,4 %) uocena je kod ispitanika pod
Sifrom IM-57 koji je zenskog spola dobre skupine od 30 do 39 godina. Ispitanica se takoder
hrani prehranom svejeda i Kkoristi probiotike kao dodatke prehrani. Indeks tjelesne mase
ispitanice iznosi 22,3 kg/m?, odnosno adekvatne je tjelesne mase. Kod ispitanice je uocena

najmanja zastupljenost bakterija koljena Bacteroidetes (2,6 %).

Vrlo niska zastupljenost bakterija koljena Bacteroidetes primije¢ena je kod ispitanika IM-71,
koji ima znacajno veéu zastupljenost bakterija koljena Actinobacteriota (29,6 %), ¢cime odskace
od ostatka ispitanika. Ispitanik je Zenskog spola dobne skupine od 30 do 39 godina, indeksa
tjelesne mase 24,5 kg/m? (adekvatna tjelesna masa) te se hrani prehranom svejeda. Takoder je
koristila antibiotik augumentin 3 mjeseca unazad provodenja istrazivanja i ne koristi probiotike
kao dodatke prehrani. Najveca zastupljenost bakterija koljena Verrucomicrobiota u odnosu na
druge ispitanika uocena je kod ispitanika IM-51 (9,5 %) i IM-62 (9,2 %). Ispitanik 1IM-51
muskog je spola dobne skupine od 40 do 49 godina, svejed je te mu indeks tjelesne mase iznosi
26,4 kg/m? (adekvatna tjelesna masa). Ispitanik IM-62 osoba je zenskog spola dobne skupine
18 do 29 godina, veganka je te joj indeks tjelesne mase iznosi 23,6 kg/m?, odnosno adekvatne
je tjelesne mase. Niti jedan ne koristi probiotike kao dodatke prehrani. Ispitanik 1IM-15, u
usporedbi s ostalim ispitanicima, ima znacajno vecu zastupljenost bakterija koljena
Fusobacteriota koja iznosi 7,7 %. Ispitanik je muskog spola, pripada dobnoj skupini od 30 do
39 godina, svejed je, indeksa tjelesne mase 27,1kg/ m? (prekomjerna tjelesna masa) te ne koristi

probiotike kao dodatke prehrani.

4.3.2. Taksonomska zastupljenost mikroorganizama obzirom na vrstu prehrane

Slika 7 prikazuje sastav mikrobiote kod pojedinih skupina obzirom na vrstu prehrane — vegani,

vegetarijanci i svejedi.
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Slika 7. Taksonomska zastupljenost pojedinih bakterija na razini koljena u skupinama uzoraka

prema nacinu prehrane

1z rezultata je vidljivo da je najveca zastupljenost bakterija koljena Firmicutes kod vegana te
iznosi 65 %. Vrlo blizu je skupina svejeda sa zastupljenosti od 64,6 % te naposljetku skupina
vegetarijanaca sa zastupljenosti od 57,3 %. Zastupljenost bakterija koljena Bacteroidetes kod
vegetarijanaca iznosi 40,1 %, kod vegana 28,3 %, a kod svejeda 27,5 %. Skupina svejeda ima
najvecu zastupljenost bakterija koljena Actinobacteriota koja iznosi 5,4 %. Bakterije koljena
Verrucomicrobiota najprisutnije su kod vegana (2,4 %), dok je u preostale dvije skupine
zastupljenost niza od 1 %. Prilikom interpretacije rezultata vazno je naglasiti da raspodjela
ispitanika nije ravnomjerna; skupini svejeda pripada 51 ispitanik, skupini vegana 6 ispitanika,
dok skupini vegetarijanaca pripadaju samo 2 ispitanika.
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Slika 8. Taksonomska zastupljenost pojedinih bakterija na razini roda u skupinama uzoraka

prema nacinu prehrane

Na slici 8 prikazana je taksonomska zastupljenost pojedenih bakterija na razini roda. lako se u
literaturi bakterije roda Bacteroides povezuju s prehranom bogatom hranom zivotinjskog
podrijetla, u ovom istrazivanju najzastupljenije su kod vegana (19 %), zatim kod svejeda (17,4
%) te naposlijetku kod vegetarijanaca (8,4 %). Bakterije roda Prevotella o¢ekivano imaju
najvecu zastupljenost kod skupine vegetarijanaca (13,5 %), dok je kod preostalih skupina
uzoraka zastupljenost znatno manja (vegani 1,6 %, svejedi 1,7 %). Bakterija roda
Ruminococcus imaju najvecu zastupljenost kod vegana (5,5 %), zatim kod svejeda (3,9 %) te
naposlijetku kod vegetarijanaca (1,8 %). Zastupljenost bakterija roda Roseburia veca je kod
vegana (1,7 %) i vegetarijanaca (1,9 %) nego kod svejeda (1,2 %). Zastupljenost bakterija roda
Faecalibacterium takoder je veca kod vegana (9 %) i vegetarijanaca (11,8 %) u usporedbi sa
svejedima (7,8 %). Svejedi imaju veéu zastupljenost bakterija roda Blautia (8,8 %) u usporedbi
s veganima (6,3 %) i vegetarijancima (2,8 %).
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Istrazivanje MatijasSi¢ 1 suradnika (2014) provedeno je na slovenskoj populaciji usporedujuci
crijevnu mikrobiotu svejeda, vegana i lakto-vegetarijanaca sa svrhom otkrivanja razlika u
sastavu crijevne mikrobiote potaknutih dugoro¢nim obrascima prehrane (najmanje godinu
dana). Vegetarijanska prehrana bila je povezana s veéim omjerom bakterija rodova
Bacteroides/Prevotella, ve¢om koncentracijom vrsta Bacteroides thetaiotaomicron,
Clostridium clostridioforme i Faecalibacterium prausnitzii te nizom koncentracijom
Clostridium klaster XIVa, ¢ija se povecana koncentracija povezuje s prehrambenim unosom

masti 1 povecanim izlu¢ivanjem sekundarnih zu¢nih kiselina.

De Fillipo i suradnici (2010) usporedili su fekalnu mikrobiotu zdrave djece iz Firenze, ¢ija je
prehrana okarakterizirana kao zapadnjacka i djece iz ruralnog podrucja Burkine Faso, gdje je
prehrana bogata vlaknima sli¢na prehrani africkog ruralnog stanovnistva nakon poljoprivredne
revolucije. Mikrobiotom djece iz Burkine Faso dominiraju rodovi Prevotella i Xylanibacter.
Yatsunenko i suradnici (2012) takoder su usporedivali mikrobiotu ispitanika ruralnih podrucja
(djecai odrasli izamazonskog dijela VVenezuele i Malezije) s ispitanicima koji se hrane tipi¢cnom
zapadnjackom prehranom (djeca i odrasli iz SAD-a) te je utvrdena veca zastupljenost bakterija
rodova Prevotella, Succiniubrio i Treponema kod ispitanika koji su provodili tradicionalne
obrasce prehrane. Do istog su zakljucka dosli Schnorr i suradnici (2014). Liszt i suradnici
(2009) usporedivali su sastav crijevne mikrobiote vegetarijanaca i svejeda te ustanovili vecu
zastupljenost bakterija koljena Bacteroidetes kod vegetarijanaca te nizu koncentraciju
Clostridium klaster 1V. Usporedujuéi sastav crijevne mikrobiote vegetarijanaca i svejeda
Tajlandana, Ruengsomwong i suradnici (2016) uocili su znatno vecu zastupljenost bakterija
roda Prevotella u vegetarijanaca. Zimmer i suradnici (2014) zakljucili su da vegetarijanci imaju
nizu zastupljenost bakterija rodova Bacteroides, Bifidobacterium, Escherichia i
Enterobactericeae u usporedbi sa svejedima te da vegani imaju nizi pH stolice u usporedbi s
vegetarijancima. U istrazivanju kojeg su proveli Kabeerdoss i suradnici (2012) usporedivana je
crijevna mikrobiota Indijki ruralnih podrucja s tradicionalnom vegetarijanskom prehranom s
Indijkama koje se hrane zapadnjackom prehranom. Kod vegetarijanki uocena je veca
zastupljenost bakterija roda Faecalibacterium te manja zastupljenost Clostridium klaster XIVa
i bakterija roda Roseburia. S druge strane, Wu i suradnici (2016) nisu pronasli znacajne razlike

u mikrobioti vegetarijanaca i svejeda.

Rezultati ovog istrazivackog rada djelomi¢no su sukladni sa navedenim istrazivanjima. Kod
interpretacije rezultata vazno je uzeti u obzir malu zastupljenost vegana i vegetarijanaca u ovom

istrazivanju, stoga se te skupine ispitanika ne mogu promatrati kao referentne te se ne moze
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donijeti konacan zakljucak. Potrebno je provesti istrazivanja na veéem broju ispitanika koji se

hrane ovakvim vrstama prehrane.

4.3.3. Taksonomska zastupljenost mikroorganizama obzirom na indeks tjelesne mase
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Slika 9. Taksonomska zastupljenost pojedinih bakterija na razini koljena u skupinama uzoraka

prema indeksu tjelesne mase

Na slici 9 prikazana je taksonomska zastupljenost na razini koljena u skupinama uzoraka
obzirom na indeks tjelesne mase (adekvatna i prekomjerna tjelesna masa). Vidljivo je da
ispitanici s prekomjernom tjelesnom masom imaju vecu zastupljenost bakterija koljena

Firmicutes (66,8 %) u odnosu na ispitanike s adekvatnom tjelesnom masom (62 %).
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Posljedicno, ispitanici s prekomjernom tjelesnom masom imaju manju zastupljenost bakterija
koljena Bacteroidetes (24,8 %) u usporedbi sa ispitanicima adekvatne tjelesne mase (31,4 %).
U istrazivanju kojeg su proveli Ley i suradnici (2006), pretili ispitanici imali su ve¢u brojnost
bakterija koljena Firmicutes te manju brojnost bakterija koljena Bacteroidetes u odnosu na
ispitanike adekvatne tjelesne mase. Takoder, nakon dodijeljene niskokalori¢ne dijete (s niskim
udjelom masti ili ugljikohidrata), porast bakterija koljena Bacteroidetes i smanjenje bakterija
koljena Firmicutes korelirao je s postotkom izgubljene tjelesne mase. U radu Hanzi¢ i Samodol
(2018) uocen je veci omjer koljena Firmicutes/Bacteroidetes u pretilih ispitanika (prosje¢na
vrijednost omjera=3,08) u odnosu na pothranjene ispitanike (prosjecna vrijednost

omjera=1,66).

Davis (2016) je takoder primijetio znatno vecu zastupljenost bakterija koljena Firmicutes u
pretilih pojedinaca. S druge strane, Wan i suradnici (2020) nisu uocili znacajne razlike u
ukupnoj taksonomskoj zastupljenosti bakterija medu pretilim, pothranjenim i ispitanicima

adekvatne tjelesne mase.

lako je prehrana jedan od glavnih ¢imbenika koji utjecu na sastav crijevne mikrobiote, rezultati
dosadasnjih istrazivanja oprec¢ni su te ukazuju kako je prehrana samo jedan od mnogih
¢imbenika utjecaja. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se sa sigurno$éu mogla utvrditi
povezanost obrazaca prehrane sa sastavom crijevne mikrobiote (Leeming i sur., 2021; Magne i
sur., 2020).

4.4. ALFA RAZNOLIKOST

Alfa raznolikost daje procjenu raznolikosti unutar uzorka. Pomo¢u QIIME programa odrede se
ASV-ovi u uzorku te se primjenom raznih metrika racuna alfa raznolikost uzorka — u nasem
slucaju je koriStena metrika koja prikazuje procijenjen broj vrsta (opazeni OTU). Za prikaz
rezultata alfa raznolikosti koriste se grafovi s regresijskim krivuljama te svaka krivulja
prikazuje procijenjeni broj OTU-a. Na x-osi prikazana je dubina sekvenciranja (engl.
sequencing depth), a na y-osi broj opazenih OTU-a.

29



= @ svejeda
180 = O vegana

= @ vegetarjanca

Opazeni OTU

-2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000

Dubina sekvenciranja

Slika 10. Alfa raznolikost grupe uzoraka prema tipu prehrane prikazana observed otus
metrikom

Iz slike 10 vidljivo je da najvecu alfa raznolikost imaju vegetarijanci, zatim svejedi pa
naposlijetku vegani. U istrazivanju koje su proveli Losasso i suradnici (2018) promatran je
sastav i raznolikost mikrobiote kod vegana, vegetarijanca i svejeda te su utvrdili da su vegani i
vegetarijanci pokazali znatno vecu alfa raznolikost od svejeda. Do istog su zakljucka dosli Sun
i suradnici (2023) usporeduju¢i mikrobiotu vegetarijanaca i svejeda. Wu i suradnici (2016) i
Wau i suradnici (2022) nisu pronasli razliku u alfa raznolikosti usporedujuci skupine vegana i

svejeda, odnosno vegetarijanaca i svejeda.
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Slika 11. Analiza znacajnosti alfa raznolikosti po skupinama obzirom na tip prehrane
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Provedena je i analiza znacajnosti alfa raznolikosti po skupinama obzirom na tip prehrane (slika
11) iz koje se moze zakljuciti da nema znacajne razlike u raznolikosti mikrobiote s obzirom na
tip prehrane. U skupini vegetarijanaca nalaze se samo dva ispitanika, a u skupini vegana Sest
ispitanika, $to se ne moze promatrati kao referentne skupine na temelju kojih bi se mogao
donijeti takav zakljucak. Potrebno je provesti daljnja istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika koji

se hrane vegetarijanskim obrascima prehrane.
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Slika 12. Alfa raznolikost grupe uzoraka prema indeksu tjelesne mase prikazana observed_otus
metrikom

Iz slike 12 vidljivo je da ispitanici s adekvatnom tjelesnom masom imaju vecu alfa raznolikost

od ispitanika s prekomjernom tjelesnom masom.

Klimenko i suradnici (2018) takoder su primijetili negativnu korelaciju izmedu alfa raznolikosti
i indeksa tjelesne mase (Klimenko i sur., 2018). U istrazivanju Wan i suradnika (2020) pretili
pojedinci takoder su imali manju alfa raznolikost u usporedbi sa ispitanicima adekvatne tjelesne
mase. Gao 1 suradnici (2018) uocili su znacCajno vecu alfa raznolikost kod pothranjenih
ispitanika u odnosu na ispitanike adekvatne i prekomjerne tjelesne mase. Takoder su zakljucili
da indeks tjelesne mase ima znacajniji utjecaj na mikrobiotu kod Zena nego kod muskaraca.
Turnbaugh i suradnici (2009) usporedivali su crijevhu mikrobiotu blizanaca kod pretilih
pojedinaca i pojedinaca adekvatne tjelesne mase te je kod pretilih pojedinaca takoder uoc¢ena

manja alfa raznolikost.
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4.5. BETA RAZNOLIKOST

Beta raznolikost predstavlja raznolikost izmedu uzoraka u analizi, odnosno daje mjeru sli¢nosti
crijevne mikrobiote izmedu uzoraka. Za vizualizaciju beta raznolikosti koriStena je osnovna
koordinatna analiza (engl. Principal Coordinates Analysis, PCoA), odnosno osnovna
koordinatna analiza koja uzorke smjeSta u trodimenzionalni okvir na temelju udaljenosti
izmedu uzoraka odredene UniFrac metrikom. UniFrac metrika moze biti tezinska (engl.
weighted) i netezinska (engl. unweighted); tezinski prikaz uzima u obzir i prisutnost i
zastupljenost taksonomskih grupa, dok netezinski uzima u obzir samo prisutnost taksonomskih

grupa u uzorcima. Uzorci su sli¢niji $to su to¢ke na grafu blize.

Slika 13 prikazuje tezinski prikaz beta raznolikosti s obzirom na vrstu prehrane ispitanika, dok

slika 14 prikazuje netezinsku beta raznolikost.
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Slika 13. Tezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti obzirom na vrstu prehrane ispitanika
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Slika 14. Netezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti obzirom na vrstu prehrane ispitanika

Kao §to je vidljivo na slikama 13 i 14, nije doslo do grupiranja uzoraka u promatranim

skupinama.

U istrazivanju kojeg su proveli Losasso i1 suradnici (2018) nije pronadena razlika u beta
raznolikosti izmedu vegana, vegetarijanaca i svejeda. Barrett i suradnici (2018) promatrali su
sastav crijevne mikrobiote u trudnica u ranoj fazi trudnoce (do 16 tjedana) te su uvidjeli manju
beta raznolikost na razini roda u vegetarijanki u usporedbi sa svejedima. Promatrana razlika
nije bila vidljiva na razini porodica bakterija. Nakon prelaska na vegetarijansku prehranu u
razdoblju od 3 mjeseca, beta raznolikost na razini roda i vrste znacajno se smanjila u usporedbi
s rezultatima prije intervencije prehranom u istrazivanju kojeg su proveli Zhang i suradnici
(2018). U istrazivanju Kohnert i suradnika (2021) nije uoc¢ena razlika u beta raznolikosti izmedu
pojedinaca koji su provodili vegansku prehranu i pojedinaca koji su provodili izrazito mesnu
prehranu nakon Cetverotjedne intervencije veganskom ili izrazito mesnom prehranom u zdravih

pojedinaca.
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Promatrana je i beta raznolikost uzoraka ovisno o konzumaciji probiotika (koristi probiotike
kao dodatke prehrani, ne koristi probiotike kao dodatke prehrani i konzumira probioticke

jogurte). Slika 15 prikazuje tezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti s obzirom na konzumaciju

probiotika, dok slika 16 prikazuje netezinsku UniFrac udaljenost.
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Slika 15. Tezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti obzirom na konzumaciju probiotika
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Slika 16. Netezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti obzirom na konzumaciju probiotika

Iz slika 15 i 16 je vidljivo da nije doslo do grupacije uzoraka, tako da se ne moze utvrditi
povezanost izmedu konzumacije probiotika i beta raznolikosti u sastavu crijevne mikrobiote

ispitanika.

U istrazivanju koje su proveli Ferrario i suradnici (2014), teZinski prikaze beta raznolikosti
pokazao je da je intervencija probiotikom znaajno promijenila ukupni fekalni sastav
mikrobiote interventne skupine u odnosu na placebo skupinu. Reininghaus i suradnici (2020)
primijetili su znacajnu razliku u beta raznolikosti nakon 28 dana u skupini koja je konzumirala
probiotike. Intervencija probiotikom kod pojedinaca sa dijagnosticiranom depresijom nije
pokazala razliku u beta raznolikosti izmedu interventne i kontrolne grupe (Chahwan i sur.,
2019). Bjerg i suradnici (2015) i Tian i suradnici (2022) takoder nisu pronasli razliku u beta

raznolikosti izmedu interventne i kontrolne skupine.
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Prednost ovog istrazivanja je populacija vegetarijanaca i vegana na kojoj je proveden mali broj
istrazivanja ovog tipa. Obzirom da je prehrana jedan od glavnih modulatora crijevne
mikrobiote, dovodenje sastava crijevne mikrobiote u korelaciju s obrascima prehrane pokazuje
vrlo perspektivne rezultate. S druge strane, nedostaci istrazivanja su neadekvatna raspodjela
ispitanika obzirom na obrazac prehrane, opéenito mali broj ispitanika te dijeteticke metode.
Takoder je potrebno ukljuciti nutricioniste koji bi ispunjavali upitnik o prehrambenim navikama

zajedno s ispitanicima kako bi se smanjila mogucnost zabune i davanja pogresnih odgovora.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja te prikazanih rezultata, moze se zakljuciti sljedece:

1. Usporedbom skora mediteranske prehrane izmedu skupina s obzirom na vrstu prehrane

(vegani, vegetarijanci i1 svejedi), najveca uskladenost s mediteranskim nacinom
prehrane uocena je kod vegana. Vegani i vegetarijanci imaju vecu prosje¢nu ucestalost
konzumacije skupina namirnica karakteristicnih za prehranu biljnog podrijetla u

usporedbi sa svejedima.

Usporedbom taksonomske zastupljenosti mikroorganizama u skupinama s obzirom na
vrstu prehrane ispitanika (vegani, vegetarijanci i svejedi) nisu uocene znacéajne razlike
u sastavu crijevne mikrobiote, zastupljenosti koljena Bacteroidetes i Firmicutes,
njihovog medusobnog omjera niti zastupljenosti ostalih bakterija nizih taksonomskih

razina.

Analizom alfa raznolikosti nije uofena znacajna povezanost izmedu raznolikosti i
bogatstva sastava mikrobiote i vrste prehrane ispitanika. Takoder, nije uocena
povezanost izmedu raznolikosti sastava crijevne mikrobiote i indeksa tjelesne mase

ispitanika.

Analizom beta raznolikosti prikazanim tezinskim i netezinskim metrikama nije uocena
grupacija uzoraka s obzirom na vrstu prehrane ispitanika, kao ni s obzirom na

konzumaciju probiotika.

Potrebno je provesti daljnja istraZivanja s ve¢im brojem ispitanika i boljom zastupljenosti po

vrsti prehrane kako bi mogli utvrditi utjecaj vrste prehrane na sastav crijevne mikrobiote.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja HANA LAC 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 njemu navedeni.

Vlastoru¢ni potpis



