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UTJECAJ UNOSA KISELOGA KUPUSA NA SASTAV CRIJEVNE MIKROBIOTE
AKTIVNIH SPORTASA

Sazetak

Crijevna mikrobiota je od velike vaznosti za sportsku izvedbu i zdravlje SportasSa.
Personalizacija crijevne mikrobiote prehranom te kroz primjenu pro-, pre- i postbiotika je od
velike vaznosti u stru¢noj brizi za zdravlje SportaSa. Fermentirane namirnice pokazale su se,
zbog svojih nutritivnih vrijednosti i svoje vlastite mikrobiote i metaboloma, iznimno
ucinkovitim u personalizaciji crijevne mikrobiote. Cilj ove disertacije bio je ispitati uc¢inak
kiseloga kupusa na sastav i funkcionalnost crijevne mikrobiote aktivnih Sportasa kako bi se
ispitao potencijal njegove primjene u personalizaciji njihove crijevne mikrobiote. Nadalje,
ispitana je mikrobna zajednica kiseloga kupusa te su praceni i laboratorijski parametri i rad
probave u sklopu intervencije. Provedena su sveukupno tri istrazivanja na aktivnim Sportasima:
studija dokazivanja koncepta na profesionalnim SportasSima, potvrdna studija na rekreativnim
SportaSima te jedna longitudinalna studija na jednom ispitaniku. Pokazali smo kako kod
profesionalnih Sportasa uslijed 10 dana unosa 250g kiseloga kupusa moze do¢i do znac¢ajnih
promjena u sastavu i funkcionalnosti crijevne mikrobiote, ali ne i po pitanju a-raznolikosti.
Evidentirano je znacajno povecanje udjela vise rodova iz obitelji Lachnospiraceae uz istodobno
znacajno smanjenje udjela dva roda iz obitelji Oscillospiraceae. lako su promjene u sastavu
crijevne mikrobiote potencijalno lazno pozitivne, funkcionalnost crijevne mikrobiote bila je
znadajno promijenjena bez znakova lazne pozitivnosti. Cak 18,4% svih metabolickih puteva
bilo je pogodeno intervencijom, primarno povezanih sa sintezom stani¢nih stijenki i
metabolizmom nukleotidnih baza. Kod rekreativnih SportaSa nakon 10 dana unosa 2509
kiseloga kupusa nisu dokazani isti kratkoro¢ni ucinci. Sve kratkoro¢ne znacajne promjene u
sastavu i funkcionalnosti pokazale su se lazno pozitivnima. Time smo pokazali kako promjene
izazvane intervencijom ovise o pocetnom sastavu crijevne mikrobiote. Pokazali smo kako unos
250g kiseloga kupusa tokom 10 dana moze dugoro¢no promijeniti sastav i funkcionalnost
crijevne mikrobiote. Uklju¢ivanjem rezultata nakon faze ispiranja pokazali smo znacajne
promjene u sastavu, ¢ak na razini Koljena, i funkcionalnosti, konkretno metabolizmom
nukleotidnih baza, sve bez naznaka lazne pozitivnosti. Longitudinalnom studijom te pra¢enjem
probave i nuspojava pokazali smo kako je 250¢g kiseloga kupusa potrebno unositi minimalno
tjedan dana za znacajnije promjene u crijevnoj mikrobioti. Utvrdeno je kako 10 dana unosa

250g kiseloga kupusa rezultira znacajnim promjenama u diferencijalnoj krvnoj slici i



smanjenjem koncentracije vitamina B12. Zaklju¢no mozemo ustvrditi kako kiseli kupus ima

potencijal u personalizaciji crijevne mikrobiote Sportasa.

Kljuéne rijeci: crijevna mikrobiota; fermentirana hrana; kiseli kupus; profesionalni Sportasi;

sinbiotici; Sportasi;



IMPACT OF SAUERKRAUT INTAKE ON THE GUT MICROBIOTA COMPOSITION
OF ACTIVE ATHLETES

Abstract

The gut microbiota plays a crucial role in athletic performance and the health of athletes.
Personalizing the gut microbiota through diet, as well as the use of pro-, pre- and synbiotics, is
essential in the care for the health of athletes. Fermented foods have proven to be effective in
personalizing the gut microbiota due to their nutritional value and inherent microbiota and
metabolome. This dissertation aimed to investigate the effect of sauerkraut intake on the
composition and functionality of the gut microbiota in active athletes to assess its potential
application in personalizing their gut microbiota. Additionally, the microbial community-of
sauerkraut was examined, and laboratory parameters and digestive function were monitored
during the intervention. Three studies were conducted on active athletes: a proof-of-concept
study on professional athletes, a follow-up study on recreational athletes, and a longitudinal
study on a single participant. We demonstrated that a 10-day intake of 250g of sauerkraut can
lead to significant changes in the composition and functionality of the gut microbiota in
professional athletes, though not in terms of a-diversity. A significant increase in the relative
abundance of multiple genera from the Lachnospiraceae family was observed, accompanied by
a concurrent significant decrease in the relative abundance of two genera from the
Oscillospiraceae family. While the shifts in gut microbiota composition may represent potential
false positives, the functionality of the gut microbiota was significantly altered without
indications of false positivity. Notably, 18.4% of all metabolic pathways were affected by the
intervention, primarily those associated with cell wall biosynthesis and nucleotide metabolism.
In recreational athletes the same short-term effects were not observed. All significant short-
term changes in composition and functionality were found to be false positives. We found that
the changes induced by the intervention depend on the initial composition of the gut microbiota.
We have found that a 10-day intake of 2509 of sauerkraut can induce significant long-term
changes in the composition and functionality of the gut microbiota. By including the results
after the washout phase, we demonstrated significant changes in composition, even at phylum
level, as well as functionality, all with no indications of false positivity. Through the
longitudinal study and monitoring of digestion and side effects, we determined that a minimum
of one week of 250g daily sauerkraut intake is necessary for significant changes in the gut
microbiota. It was established that a 10-day intake of 250g of sauerkraut results in significant
changes in differential blood counts and a decrease in vitamin B12 concentration.



In conclusion, sauerkraut has the potential to for the personalization of the gut microbiota of
athletes.
Keywords: athletes; fermented food; gut microbiota; professional athletes; sauerkraut;

synbiotics
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1. UVOD



Zahvaljuju¢i napretku biotehnoloskih metoda, podrucje crijevne mikrobiote privuklo je veliki
interes Sire znanstvene zajednice. Crijevna mikrobiota, ili u kontekstu njezinog genetskog
potencijala crijevni mikrobiom, (CM) oznacava zajednicu mikroorganizama koji naseljava
sluznicu crijeva probavnog sustava (SEBASTIAN DOMINGO i SANCHEZ SANCHEZ, 2018). Ovaj
slozeni eko-sustav ¢ini: 100 trilijuna pojedina¢nih mikroorganizama iz svih taksonomskih
skupina (MATIASIC i sur., 2020), 1000 vrsta razli¢itih mikroorganizama, metabolicki potencijal
viSestruko veéi od jetre (SENDER i sur., 2016). Tijekom proteklog desetlje¢a od 2010., koje se
naziva i "zlatno doba CM" veliki broj korelacijskih studija (Hooks i O’MALLEY, 2020) ukazao
je naviSestruku  povezanost CM i organa i organskih sustava naSeg organizma: probavnog
sustava, metabolizma, imunosti, kao i srediSnjeg ziv€anog sustava (BRULS i WEISSENBACH,
2011; CLEMENTE i sur., 2012; ROWLAND i sur., 2018). Na temelju spoznaja iz sve brze rastuceg
broja istrazivanja na ovu temu moze se zakljuciti kako CM ima regulatornu funkciju u
odrzavanju homeostaze, ali i alostaze tijela i svih njegovih komponenti (KHO i LAL, 2018).
Stoga danas nemali broj znanstvenika iz domena biotehnologije i biomedicine CM smatra
nezavisnim organskim sustavom unutar ljudskog tijela, ¢iji je on pak domaéin (STEPHENS i sur.,

2018). Interakcija domacina i CM u kontekstu zdravog funkcioniranja organizma je nepobitna.

Danas sve veci broj istrazivanje ukazuje na ulogu CM, odnosno poremecaja istog u razvoju i
odrzavanju razli¢itih patoloSkih stanja u organizmu. Od kroni¢nih hormonalnih i metabolic¢kih
bolesti pa do psiholoskih poremecaja (HUANG i sur., 2019a), bezbroj bolesti se danas nastoji
povezati sa specificnim odrednicama CM, kao $to su njezina raznolikost, uravnotezenost,
funkcionalnost, ali i relativni udjeli odredenih taksonomskih skupina. Najve¢i broj bolesti i
poremecaja je tako u istraZivanjima koreliran0 sa smanjenom raznoliko$¢u unutar CM
iskazanom relativno snizenim Shannon-indeksom kao pokazateljem a-raznolikosti,
neuravnotezeno$¢u u smislu omjera izmedu glavnih bakterijskih koljena Firmicutes i
Bacteroidetes kao i snizenim relativnim udjelima komenzalnih bakterija iz funkcionalnih
skupina povezanih s proizvodnjom metabolita kao Sto su butirat i drugih kratkolancanih masnih
kiselina, laktat, GABA i serotonin (WEl i sur.., 2021). No, istrazivanja u smjeru specifi¢nih
promjena unutar CM u sklopu nekog odredenog patoloSkog stanja su komplicirana velikim
brojem i razmjerom interindividualnih varijacija u sastavu i funkcionalnosti CM. S obzirom na
visoku osjetljivost CM na bezbroj unutarnjih i vanjskih ¢imbenika po pitanju njezinih odrednica
(FASSARELLA i sur., 2021), istrazivanja su pokazala kako je zahtjevno izolirati povezanost
fenomena unutar CM opisanih unutar istrazivane populacije oboljele od neke bolesti od velikog

broja c¢imbenika koji su mogli prouzro€iti zapazene fenomene. StoviSe, zbog teSke



objektivizacije mnogih ¢imbenika koji utjecu na sastav CM, kao s§to su prehrana (BAILEY,
2021), psihicki i emotivni status (GERVASI i MANDALARI, 2023) i zagadenje okoliSa (HEIDARI
i LAWRENCE, 2024) vrlo je teSko uopce uzeti u obzir sve potencijalne ¢imbenike zabune.
Dokazano je kako neki parametri sastava CM, koji su se pokazali kao potencijalni dijagnosticki
biljezi za jedno patolosko stanje unutar jedne populacije, ne posjeduju istu osjetljivost i
specificnost za isto patoloske stanje u nekoj drugoj bilo demografskoj, geografskoj ili

socioekonomic¢noj populaciji.

Dodatan izazov u istrazivanju potencijalnih dijagnostickih biljega iz domene taksonomskih
skupina predstavljaju promjene u nomenklaturi prokariota. lako ne postoji sluzbena
klasifikacija prokariota, postoji postoji sluzbena nomenklatura prokariota temeljena na
medunarodno dogovorenim pravilima koja regulira ,,International Committee on Systematics
of Prokaryotes®, kratko ICSP. U 2021. godini je ICSP uvrstio koljena u taksonomske nazive
obuhvacene Medunarodnim kodeksom nomenklature prokariota (ICNP) Sto zahtijeva da se
nazivi bakterijskih koljena formiraju dodatkom sufiksa ” -ota” na korijen njihovog naziva
(OREN i GARRITY, 2021). A 2020. godine usvojena i nova nomenklatura za rod Lactobacillus.
No, i danas je u publiciranim znanstvenim radovima u primjeni stara nomenklatura, kao 5to je

to slucaj u istrazivanjima u sklopu ovog doktorskog rada.

Uzimajuéi u obzir sve navedeno, istraZzivanja na CM je potrebno provoditi u vrlo precizno
definiranim uvjetima po pitanju moguceg utjecaja svih poznatih vanjskih i1 unutarnjih
¢imbenika, koji bi mogli mijenjati sastav CM. Jedino tako je moguce odrediti eventualnu
korelaciju izmedu nekog detektiranog fenomena unutar CM i nekog patoloSkog stanja u danoj
populaciji. Isklju¢ivo akumulacijom spoznaja iz ovakvih visoko-kvalitetnih istraZivanja
teoretski je moguce odrediti temeljne nepoznanice u znanosti o CM, a to su referentne
vrijednosti za pojedine odrednice sastava i funkcionalnosti CM. lako postoje saznanja o
vaznosti pojedinih parametara analize CM, koji govore o njezinoj raznolikosti, uravnotezenosti
i funkcionalnosti, nedostaju koncizne informacije o njihovim referentnim vrijednostima u nekoj
odredenoj populaciji. Na temelju danasnjih istrazivanje nemoguce je definirati $to je nizak ili
visok Shannon-indeks, nizak ili visok omjer izmedu Firmicutes i Bacteroidetes ili pak nizak ili
visok relativni udio pojedinacne bakterijske vrste. Pogotovo ako nisu provedene velike
nacionalne ili medunarodne populacijske studije, kao $to su primjerice provedene u SAD-u,

Kini i drzavama Zapadne Europe (VANDEPUTTE i sur., 2017), primjerice u Hrvatskoj.



Jedna, na globalnoj razini, vrlo slabo istrazena populacija u kontekstu CM su Sportasi, posebice
profesionalni. Iako postoje saznanja o takozvanoj uvjetovano receno tipicnoj sportskoj crijevnoj
mikrobioti i njezinim karakteristicnim obiljeZjima (MOHR i sur., 2020), nedostaje istrazivanja
koja se sustavno bave crijevnom mikrobiotom profesionalnih SportaSa. Zbog malog broja
istrazivanja u ovom podrucju i velikih razlika u metodama i provedbi istih, tesko je formirati
zakljucke o tipi¢noj CM profesionalnih Sportasa. Primjerice, s obzirom na velike razlike medu
razli¢itim sportovima po pitanju fizioloskih zahtjeva na tijelo, vrlo je vjerojatno kako se
parametri CM razlikuju ovisno o tome bavi li se osoba aerobnom ili anaerobnim sportskim
aktivnostima (O’DONOVAN i sur., 2020). Ova cinjenica znacajno doprinosi slozenosti
istrazivanja CM SportaSa, uz naravno gore navedene vanjske i unutarnje ¢imbenike ¢iji u¢inak
interferira s utjecajem sportske aktivnosti na CM SportaSa. . Na temelju dosadasnjih spoznaja,
mozemo zakljuciti kako ¢e generalizacija o tipicnim odrednicama CM svih Sportaa biti
iznimno teska, ali da ¢e se moci precizno definirati znacajke CM SportaSa odredene sportske

discipline unutar jasno ograni¢ene populacije.

Pored velikog zanimanja za samu CM 1 njezine odrednice, joS veCe zanimanje izaziva
mogucnost personalizacije CM s ciljem postizanja blagotvornih uc¢inaka na zdravlje. U tom
kontekstu dostupne su i tradicionalne metode, koje su primjenjivane i prije danasnje
popularnosti CM. Najpopularniji su pritom kako u znanosti tako i u klini¢koj praksi zasigurno
probiotici. Otkriveni jos tijekom proslog stolje¢a, oni su zivi mikroorganizmi (HiLL i sur., 2014)
koji po dospijecu u crijevni mikrobni eko-sustav moduliraju njegov sastav i funkcionalnosti i
time izazivaju pozitivne ucinke na zdravlje (ISLAM, 2016). Pored probiotika, govori se i 0
prebioticima kao supstratima koji su selektivno iskoristivi od strane odredenih ¢lanova CM
(GIBSON i sur., 2017), zbog ¢ega ¢e unosom prebiotika do¢i do personalizacije CM u smislu
porasta relativnih udjela bakterija koje imaju dokazane blagotvorne ucinke po ljudsko zdravlje
(CUNNINGHAM i1 sur., 2021). Najnovija skupina biotika, odnosno tvari s dokazanom
sposobnos§c¢u personalizacije CM su postbiotici. Postibiotici, ili parabiotici ili metabiotici, su
definirani kao jedna vrlo Siroka skupina razli¢itih kemijskih tvari, koja seZze od komponenti
probiotika do mrtvih probiotika (,,probiotici duhovi) (TSILINGIRI i RESCIGNO, 2013; SALMINEN
i sur., 2021a) .

Pored primjene izoliranih tvari, kao Sto su probiotici, prebiotici ili postbiotici, sve vise se
istrazuje i utjecaj promjene vanjskih i unutarnjih ¢imbenika zivotnog stila u modulaciji CM,
kao Sto su prehrana, ali i psiha kroz razli¢ite oblike psihoterapije (QUIGLEY i GAJULA, 2020).

Unutar prehrane tako se istrazuju pored razliitih tipova prehrane (veganska prehrana,



mediteranska prehrana) i u¢inak odredenih namirnica. U podrucju personalizacije CM cesto se
koriste fermentirane namirnice (VINDEROLA i sur., 2023), koje uslijed fermentaciju bivaju
obogacene probioticima, postbioticima i bioaktivnim metabolitima istih, a ¢esto po svojoj
prirodi i originalno sadrze prebiotike. Fermentirane namirnice, bili biljne ili mlije¢ne, tako se
smatraju sinbioticima jer su medij koji sadrzi kombinaciju svih poznatih tvari za modulaciju
CM (SwWANSON i sur., 2020). lako manje istrazene nego sami probiotici, unos fermentiranih

namirnica se pokazao ucinkovit u modulaciji CM (WASTYK i sur., 2021).

Po pitanju personalizacije CM SportaSa dostupan je relativno malen broj istrazivanja, pogotovo
u usporedbi s drugim populacijama, kao Sto su to primjerice pretile osobe ili oboljeli od
karcinoma probavnog sustava ili kroni¢nih upalnih bolesti crijeva. Primjena probiotika kod
Sportasa je istrazena (WOSINSKA i sur., 2019), no Cesto isklju¢ivo u kontekstu ostvarivanja
odredenog Zeljenog ucinka na zdravlje, ne uzimajuéi u obzir pritom modulaciju CM u tom
procesu. Danas je na temelju dosad dostupnih spoznaja primjena probiotika kod Sportasa
preporu¢ena u prevenciji razvoja respiratornih i gastrointestinalnih infekcija (JAGER i sur.,
2019). Primjena pak fermentiranih namirnica kao sinbiotika u smislu personalizacije CM je kod
Sportasa vrlo slabo istrazena. lako postoje istrazivanja na temu primjene fermentiranih
namirnica na SportaSima, opetovanim pretrazivanjem literature nije pronadeno istrazivanje koje

je istrazivalo u¢inak fermentirane namirnice na CM kod SportaSa.

......

deficitom kvalitetnih istrazivanja, zbog ¢ega danas SportaSi imaju vrlo ograni¢ene mogucnosti
primjene znanstveno dokazanih metoda za personalizacije CM, $to je zasigurno Steta s obzirom

na ogromni potencijal CM u sportskoj medicini.

S obzirom na detektirane potrebe, koncipirano je istrazivanje koje ¢e ispitivati u¢inak kiseloga

kupusa, kao prototipne fermentirane namirnice srednjoeuropskog podneblja, na CM Sportasa.

Planirano istrazivanje ¢e jednim dijelom doprinijeti razumijevanju CM Sportasa. U Hrvatskoyj,
ali i okolnim drZzavama je dosad provedeno relativno malen broj istrazivanja CM kod Sportasa
(HADZIC i sur., 2023). Podaci proizasli iz istrazivanja polucit ¢e novim uvidima u sastav i
funkcionalnost CM hrvatskih Sportasa. Posto ¢e se pratiti razli¢iti unutarnji i vanjski ¢imbenici,
kao Sto su prehrana, san i tjelovjezba, ocekuje se kako ¢e se priblizno moéi izolirati utjecaj
bavljenja sportom na CM. Posebice ¢e biti zanimljivo pokusSati ustanoviti povezanost izmedu

sporta i odrednica CM kao Sto su vrijednosti Shannon-indeksa (raznolikost), omjer



Firmicutes/Bacteroidetes te relativnih udjela biomedicinski relevantnih skupina bakterija na

razini koljena, rodova, vrsta i sojeva.

No, najvec¢i doprinos istrazivanja vidimo u ispitivanju utjecaja fermentirane namirnice,
konkretno kiseloga kupusa u svrhu personalizacije CM SportaSa. lako je primjena probiotika
kod SportaSa istrazivana, makar ne nuzno i po pitanju personalizacije CM, globalno nedostaje
podataka o u¢inku fermentiranih namirnica na CM SportaSa. Rezultati istrazivanja bit ¢e prvi
na svijetu koji ¢e ukazati na potencijalne posljedice primjene fermentirane namirnice na CM u

ovoj specifi¢noj populaciji.

Time se prvenstveno stvara temelj za buduca istrazivanja na temu fermentiranih namirnica u
kontekstu zdravlja 3porta3a. Sto u kontekstu njihovog potencijalnog ergogenog uéinka u smislu
poboljSanja sportskih performansi, ili pak poboljSanju zdravstvenog statusa Sportasa.

Dodatno ¢e se rasvijetliti utjecaj unosa kiseloga kupusa na CM. lako je kiseli kupus Siroko
dostupna, tradicionalna fermentirana namirnica Sirom Europe, ali i Kine, njezin utjecaj na CM
istrazen je po nasem saznanju samo u dva istrazivanja. lako ¢e istrazivanje primarno biti
provedeno u kontekstu sportske populacije, spoznaje 1 uvidi ovog istraZzivanja posluzit ¢e

zasigurno generalno boljem razumijevanju ove iznimno zanimljive namirnice u kontekstu CM.

Posebno je vrijedno Sto ¢e se dobiti informacije za izradu buducih istrazivackih protokola u
smislu trajanja 1 intenziteta intervencije, jer trenutno ne postoje znanstveno potvrdene
informacije o minimalnoj duljini trajanja i minimalnom intenzitetu (dozi) intervencije po
pitanju personalizacije CM fermentiranim namirnicama kod SportaSa. Isto vrijedi i za moguce
nuspojave koje bi Sportasi mogli iskusiti u slu¢aju primjene fermentiranih namirnica. lako ¢e
istraZzivanje biti provedeno na minimalnom broju ispitanika, bez kontrole placebom, zbog
nacina provedbe 1 isklju¢ivanja vec¢ine potencijalnih vanjskih i unutarnjih ¢imbenika zabune,
IstraZivanje ¢e pruzati vrijedne rezultate koji ¢e postaviti temelje za smjernice za personalizaciju

CM SportaSa koje ocekujemo u skoroj buducnosti.
Stoga su postavljeni sljedeci ciljevi ovog doktorskog rada

2. istraziti sastav mikrobne zajednicekiseloga kupusa.

3. ispitati potencijal po pitanju promjena sastava CM Sportasa uslijed unosa kiseloga kupusa.

4. ispitati je li jedna porcija kiseloga kupusa dnevno dostatna kako bi se promijenio CM.

5. istraziti moze li unos kiseloga kupusa pozitivno utjecati na odrednice CM, odnosno
personalizirati sastav i funkcionalnost CM.



6. ispitati ovisi li u¢inak kiseloga kupusa na CM o njezinom ishodiSnom sastavu.
7. ispitati je li u¢inak unosa kiseloga kupusa na CM prolazan.

8. istraziti je li primjena kiseloga kupusa kod SportaSa povezana s nuspojavama.

1.1.Hipoteza i ciljevi istrazivanja
Hipoteza istrazivanja je kako kiseli kupus prolazno utjece na sastav CM.

Primarni cilj istraZzivanja je ustanoviti promjene u sastavu CM nakon desetodnevnog unosa
kiseloga kupusa izraZzene kroz promjene specifi¢nih parametara i na taj nacin evaluirati

ucinkovitost kiseloga kupusa kao sinbiotika.






2. TEORIJSKI-DIO

e Crijevna mikrobiota Sportasa

e FiziCka aktivnost 1 crijevna mikrobiota

e Personalizacija crijevne mikrobiote sportasa
e Prehrana i crijevna mikrobiota

e Fermentirana hrana i crijevna mikrobiota



2.1. Crijevna mikrobiota Sportasa

Iako nikad ne¢emo znati kako ljudsko tijelo funkcionira bez upliva CM, danas sigurno znamo
kako CM utjece na mnoge, ako ne i sve, procese u ljudskom tijelu. Posto tijelo SportaSa mora
savrSeno uravnotezeno funkcionirati na najvisoj razini, razumljivo je kako je uloga CM kod
Sportasa joS znacajnija. Iako je znacaj ovog sustava otkriven tek tokom proslih desetlje¢a, CM
zasigurno ve¢ stolje¢ima pomaze Sportasima ostvariti svoje najbolje rezultate.

CM svoj utjecaj vrsi uglavnom proizvodnjom metabolita. CM kroz proizvodnju kratkolanc¢anih
masnih kiselina (SCFA) pozitivno utje¢e na performanse kod dugotrajne fizicke aktivnosti
(MACH i FUSTER-BOTELLA, 2017). Pored SCFA, CM posreduje i u sintezi neuroaktivnih
supstanci, serotonin, dopamin i GABA koje kontroliraju os crijevo-mozak i os hipotalamus-
hipofiza putem vagusa (EISENSTEIN, 2016) i hormona (RHEE i sur., 2009). Razmatrajuci
metabolicki potencijal, CM doslovno djeluje kao i endokrini organ jer njegovi metaboliti po
dospijecu u intersticij prelaze u sustavnu cirkulaciju gdje dospijevaju u ciljne organe (jetra,
misi¢, CNS) (CRONIN i sur., 2017) te imaju regulatornu funkciju na metabolicke i imunosne
procese (CHol i sur., 2013b; EVANS i sur., 2014; KANG i sur., 2014). Putem osi crijevo-mozak
(JENKINS i sur., 2016) CM utjeCe na osjecaj umora, motivaciju i raspoloZenje (CLARK i MACH,
2016). Radi se o pozitivnoj sprezi, dvosmjernom uéinku, u kojem fizicka aktivnost pozitivno
utje¢e na CM a povratno CM pozitivno utjee na izvedbu fizicke aktivnosti (TURPIN-NOLAN i
sur., 2019), s time da fizicka aktivnost utjece i na os crijevo-mozak (DALTON i sur., 2019).
Nova istrazivanja idu u prilog pretpostavkama da su SportaSi koji su bili uspjesniji na
natjecanjima imali raznolikiji 1 bogatiji CM, sa statistickim znac¢ajnim razlikama u sastavu CM
u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika (Fu i sur., 2024).

CM Sportasa je zahtjevno proucavati zbog ucestalih faza pripreme i natjecanja, kao i bezbroj
drugih selektivnih stresora po aspektu prehrane, stila zivota i same sportske aktivnosti koji
mogu oteZzati istrazivanje meduodnosa sportskog na¢ina zZivota i CM, odnosno moraju biti uzeti
u obzir. lako je CM profesionalnih Sportasa i dalje relativno manje istrazen nego onaj drugih
populacija (BARTON i sur., 2018), prema dostupnim podacima u literaturi ocite su stanovite
razlike izmedu CM profesionalnih SportaSa i fizi¢ki vrlo aktivnih pojedinaca i osoba sa
sjedilackim zivotnim navikama (BRESSA i sur., 2017). Vjerojatno je da je CM profesionalnih

SportaSa okarakteriziran idu¢im obiljezjima (Tablica 1, Slika 1).
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Tablica 1 Obiljezja CM profesionalnih Sportasa u usporedbi s osobama sa sjedilackim nacinom

Zivota
Odrednica Parametar Reference
) . (CLARKE i sur., 2014; ESTAKI i
veca a-raznolikost Shannon indeks

sur., 2016; MORKL i sur., 2017)

koljeno Bacteroidetes?t

rodovi Prevotella, )
e ) (PETERSEN 1 sur., 2017;
visi udjeli blagotvornih  Methanobrevibacter( )
SCHEIMAN i sur., 2019; HINTIKKA

bakterija/arheja vrste Akkermansia )
L I sur., 2022; Xu i sur., 2022)
muciniphila,
Veillonella atypical
Visi udjeli  (MATsumMOTO i sur., 2008; ALLEN

metabolickih  puteva isur., 2018; BARTON i sur., 2018;
veca funkcionalnost L )
aminokiselina, FONTANA i sur., 2023; KASPEREK

ugljikohidrata, SCFAT i sur., 2023)

Profesionalni SportaSi, konkretno trkaci maratona, imaju povecane relativne udjele vrste
Veillonella atypica koja predstavlja metaboli¢ku prednost pri sportskoj izvedbi, pogotovo
dugotrajnoj aerobnoj fizickoj aktivnosti, zbog moguénosti konverzije laktata proizvedenog
radom misSic¢a u kratkolancanu masnu kiselinu propionat koja moze posluziti kao dodatan izvor
energije (SCHEIMAN i sur., 2019). No, u znanstvenoj literaturi detektirane su i druge mikrobne
vrste CM koji mogu Koristiti laktat za proizvodnju SCFA, konkretno butirata (DUNCAN i sur.,
2004). U predklini¢kim studijama je primjena ove vrste polucila 13% povecanjem sposobnosti

aerobne aktivnosti (SCHEIMAN i sur., 2019).

Vise studija je pokazalo kako su kod SportaSa zastupljenije vrste Blautia i Roseburia iz obitelji
Lachnospiraceae, koje se ¢esto povezuju sa zdravom CM. Ove bakterije se ubrajaju u glavne
proizvodace SCFA (PARK i sur., 2012; MURUGESAN i sur., 2015; KoH i sur., 2016; LA ROSA i
sur., 2019). Blautia i Roseburia su bakterijski rodovi najvise ukljuceni u regulaciji upalnih
procesa u crijevima, regulaciji ateroskleroze i1 sazrijevanja imunoloskog sustava, ukazujuéi na
to kako krajnji proizvodi bakterijskog metabolizma (SCFA) posreduju u tim ucincima

(ATARASHI i sur., 2011; KASAHARA i sur., 2018).
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Prema literaturi pretpostavlja se povezanost izmedu VO:max, maksimalnog aerobnog
kapaciteta, i CM Sportasa, pogotovo njezinih metabolickih funkcija. VO2max kao mjera
kardiorespiratorne spremnosti Sportasa (AHMADI i MEKARI, 2024) pozitivno je korelirana s
ve¢om raznoliko$¢u, ve¢im omjerom Firmicutes i Bacteroidetes, viSim udjelima Clostridiales,
Roseburia, Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae i ve¢im udjelima metabolickih puteva
(ESTAKI 1 sur., 2016; DURK i sur., 2019). Koriste¢i VO2max kao nezavisni parametar moze se
objasniti otprilike 20% interindividualne varijabilnosti CM, viSe nego §to to ¢ine spol, dob,
indeks tjelesne mase ili odreden prehrambene odrednice (DR. SHATAKSHI i sur., 2024).
Kardiorespiratorna spremnost je pouzdan prediktor funkcionalnosti CM (MATSUMOTO i sur.,

2008), sto je potvrdeno i u najnovijim istrazivanjima (HUMINSKA-LISOWSKA i sur., 2024).

Detektirane razlike, odnosno raznolikiji i funkcionalniji CM Sportasa je kumulativna posljedica
duzeg vremenskog razdoblja obiljezenog visokim unosom nutrijenata (proteini kod anaerobnih
sportova, UH kod aerobnih sportova) i visokim razinama fizicke aktivnosti (BOISSEAU i sur.,
2022). Predklinicka istrazivanja ukazuju na to kako povecana fizicka aktivnost znacajnije utjece
na sastav CM u mladoj zivotnoj dobi. S obzirom na kompleksnost interakcija CM i domacina
vrlo je tesko diferencirati koliko prehrana, a koliko fizicka aktivnost utjecu na specificne

promjene kod CM Sportasa (JANG i sur., 2019b).

Pored prednosti u samom sastavu, velik naglasak se u literaturi o CM Sportasa stavlja na
povecanu funkcionalnost u smislu sposobnosti za regeneraciju tkiva, veca moguénost
ekstrakcije energije iz prehrane, pogotovo iz ugljikohidrata te povec¢ana sposobnost stvaranja
odnosno biosinteze stani¢nih struktura i nukleotida. Novija istrazivanja su pokazala kako se
izmedu SportaSa i osoba sa sedentarnim nacinom zivota razlikuju enzimatske funkcionalne
skupine (,,enzymatic functional cluster”, EFC) bakterija, odnosno kako je EFC S3portaSa
povezan s ve¢im brojem sintaza s visokim bioloskim utjecajem (HBIS) i1 ¢ak sedam puta vise
enzima (742 naspram 105 enzima). Specifi¢ni zivotni stil Sportasa vrsi selektivni stres na CM
te mu promjenom sastava daje vecu enzimatsku sposobnost, s pozitivnim ucincima po zdravlje

SportaSa i misicni status (FONTANA i sur., 2023).

Skeletni misi¢ je pod direktnim utjecajem CM putem osi crijevo-miSi¢ (BINDELS i DELZENNE,
2013; NAY i sur., 2019; TICINESI i sur., 2019). Analizom CM, odnosno detekcijom disbhioze

moguce je predvidjeti koje ¢e osobe patiti od sarkopenije (PICCA i sur., 2018). Kod Sportasa se
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analizom CM moze evaluirati proupalni odgovor, metabolizam pro-anabolickih metabolita
(SCFA, sekundarne zucne soli) (CANFORA 1 sur., 2015; FRAMPTON i sur., 2020) i
mikronutrijenata (LEBLANC i sur., 2013) i metabolizam proteina, procese klju¢ne za fiziologiju
misi¢nog tkiva (PONZIANI i sur., 2017; PiccA i sur., 2018). Os crijevo-mi$i¢ funkcionira
dvosmjerno te kemijski signali iz miSi¢nog sustava oblikuju i CM (LUSTGARTEN, 2019), isto
kao $to CM oblikuje i regulira rad skeletnog misi¢ja (CAESAR i sur., 2015; TICINESI i sur.,
2017). Personalizacija CM kroz primjenu probiotika i drugih na¢ina povecanja proizvodnje
SCFA pokazala se u¢inkovitom u predklinickim studijama za ouvanje misi¢ne mase (WALSH
i sur., 2015; VARIAN i sur., 2016; LEE i sur., 2021; YEH i sur., 2022; MUYYARIKKANDY i sur.,
2023), ali ¢ak i hipertrofiju istog (PROKOPIDIS 1 sur., 2023). Na zivotinjskom modelu
ustanovljeno je kako je poremecaj CM povezan s poremecajem potpunog oporavka misi¢ja
nakon fizickog napora (VALENTINO i sur., 2021). Zanimljivo je istraZzivanje na
eksperimentalnom modelu miSeva, koje je pokazalo kako CM regulira jednu populaciju
regulatornih T stanica, koje se nakupljaju nakon ostecenja misica i ubrzavaju oporavak misica,

smanjuju upalu i razvoj fibroze i oZiljkastog tkiva (HANNA i sur., 2023).

U kontekstu Sportasa i CM bitno je spomenuti crijevnu barijeru. Crijevna barijera je slozeni
funkcionalni sustav unutar stijenke crijeva koji ima dvojaku funkciju: s jedne strane apsorpciju
nutrijenata, a s druge strane zastita od transfera potencijalnih noksi (toksini, patogeni) iz lumena
crijeva u cirkulaciju (VANCAMELBEKE i VERMEIRE, 2017). Sastoji se od fizickih (epitelne
stanice i sluz), kemijskih (antimikrobni peptidi), imunoloskih (GALT - ,,gut-associated
lymphoid tissue®) i mikrobioloskih (crijevna mikrobiota) komponenti. Disfunkcija crijevne
barijere, odnosno njezinih komponenti, moze dovesti do povecane propusnosti Crijeva,
odnosno transfera noksi u lokalnu, a potom i sustavnu cirkulaciju (BISCHOFF i sur., 2014) .
Nokse u lokalnoj i sustavnoj cirkulaciji mogu potaknuti razli¢ite patofizioloske procese,
uglavnom povezane s poveéanjem proupalnog odgovora i njime povezanih metabolic¢kih
procesa (ALGHAMDI i sur., 2024; SNELSON i sur., 2024). A taj proupalni odgovor pak dodatno
pogorSava propusnost crijevne barijere (PETERS i sur., 2001; ZUHL i sur., 2014). Intenzivna
sportska aktivnost povezana je s naruSavanjem crijevne barijere (ROCA RUBIO i sur., 2024),
pogotovo ako su one duzeg trajanja i iscrpljujuce (CLARK i MACH, 2016; TICINESI i sur., 2019)
zbog preraspodjele cirkulacije (KEIRNS i sur., 2020) i posljedicne ishemije fizi¢kih i
imunoloskih komponenti crijevne barijere (Moses, 2005; DE OLIVEIRA i BURINI, 2011).
Crijevna barijera biva naruSavana zbog stresnog odgovora u sklopu trenaznog procesa (KUMAR

I sur., 2007; JONES i sur., 2012) od strane katekolamina i glukokortikoida putem osi hipofiza-
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nadbubrezna zlijezda i simpatiko-adrenomedularne osi (ULRICH-LAI i HERMAN, 2009). Zbog
tog su probavne smetnje ucestao problem SportaSa, pogotovo u sportovima izdrzljivosti
(JEUKENDRUP i sur., 2000; STUEMPFLE i HOFFMAN, 2015). To je dodatan razlog zasto su
adekvatne koli¢ine metabolita CM, kao mikrobioloske komponente crijevne barijere, klju¢ne
za zdravlje Sportasa (DOLAN i CHANG, 2017): SCFA i sekundarne Zu¢ne soli djeluju protektivno
na crijevnu barijeru. Smatra se kako je CM potrebno 72 sata kako bi se oporavila u potpunosti

od prekomjerne iscrpljujuce sportske aktivnosti (WANG i sur., 2012).
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preﬁrana Akkermansia muciniphilat
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Slika 1 Interakcija sporta i crijevne mikrobiote (viastita slika izradena u programu BioRender)

Povezanost razli¢itih sportskih disciplina i sastava CM jo§ nije razjasnjen. Istrazivacko je
pitanje da li je bavljenje odredenom sportskom disciplinom povezano i porastom udjela
specifi¢nih bakterija. lako su neka istrazivanja ukazala na stanovite razlike u CM Sportasa
ovisno o sportskoj disciplini (O’DONOVAN i sur., 2020) i obliku fizi¢ke aktivnosti (BYCURA i
sur., 2021), druga istrazivanja u vecini sluc¢ajeva nisu ustanovila razlike u a i1 B raznolikosti
medu razli¢itim vrstama sportova (MoOHR i sur., 2020; AYA isur., 2021). S obzirom da razliCite

sportske discipline imaju razli¢ite u¢inke ovisno o spolu i izazivaju razlicite obrasce imunosnog
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odgovora (L1 i sur., 2023b), vjerojatno i CM oblikuju na sebi svojstven nacin. Zbog mnostva
drugih ¢imbenika koji utjeCu na CM, tesko je izolirati u¢inak same sportske discipline u okviru
znanstvenog istrazivanja. No, s obzirom na dosadasnje spoznaje za ocekivati je kako ¢e se u

buduénosti precizno definirati profil CM-a ovisno o sportskoj disciplini.

2.1. Fizi¢ka aktivnost i CM

Sport i fizicka aktivnost, neovisno o prehrani, utje¢e na CM (ORTIZ-ALVAREZ i sur., 2020).
Fizicka aktivnost, odnosno svaki oblik kretanja prilikom koje kontrakcije skeletnih misSica
dovode do povecane potrosnje energije, dovodi do promjena ne samo po pitanju hormetickog
ucinka na cjelokupno zdravlje, fizicku kondiciju i izdrZljivost, kardiovaskularno zdravlje,
psihic¢ko i mentalno zdravlje, ve¢ i na CM (AYA i sur.,2021) 2021). Ovaj uéinak opisan je prvo
u presje¢nim istrazivanjima (CLARKE i sur., 2014; BRESSA i sur., 2017; STEWART i sur., 2017;
YANG i sur., 2017; NOLTE i sur., 2023), a kasnije i potvrden u intervencijskim istrazivanjima
(MUNUKKA i sur., 2018; SMITH i sur., 2022) s treningom snage i izdrzljivosti, pa ¢ak i u
specificnim populacijama kao §to su oboljeli od kroni¢nih upalnih bolesti crijeva primjerice
(SHEFLIN i sur., 2017; MARTTINEN i sur., 2020; DORELLI i sur., 2021). Neki autori smatraju
kako je fizi¢ka aktivnost blagotvorna za kroni¢ne upalne bolesti crijeva (BILSKI i sur., 2014),
Sto je vjerojatno posljedica njezinog utjecaja na CM (PETERS i sur., 2001). Fizic¢ka aktivnost i
CM su u dvosmjernoj interakciji. Fizicka aktivnost ima razliCite kvantitativne i kvalitativne
utjecaje na CM s implikacijama po SportaSe (MAILING i sur., 2019; WEGIERSKA i sur., 2022)
(Tablica 2, Slika 2).
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Tablica 2 Utjecaqj fizicke aktivnosti na crijevnu mikrobiotu

Odrednica

Parametar

Reference

povecanje a-raznolikosti

Shannon indeks 1|V

(CERDA i sur., 2016; ESTAKI i
sur., 2016; ORTIZ-ALVAREZ i
sur., 2020)

uravnotezenost CM-a

Firmicutes/Bacteroidetes omjer

(EvANS i sur., 2014)

Visi udjeli blagotvornih
bakterija
- mukozalni imunitet

- crijevna barijera

rodovi Bifidobacterium,

Roseburia, Lactobacillus

vrsta Akkermansia
muciniphila, Faecalibacterium

prausnitzii

(FLYNN i MCFARLIN, 2006;
CAMPBELL i WISNIEWSKI,
2017; O’BRIEN i sur., 2022;

LEwis i sur., 2024)

niZi udjeli patogenih bakterija

rodovi Blautia, Haemophilus

(KULECKA i sur., 2020)

poboljSana funkcionalnost

proizvodnja antimikrobnih

tvari

proizvodnja SCFA

aktivnost antioksidativnih
enzima

(MATSUMOTO i 2008;

ALLEN i sur., 2018; ORTIZ-

sur.,

ALVAREZ i sur., 2020)

ocuvanje crijevne membrane

ekspresija cvrstih veza

(Cook isur.,2013; ZUHL i sur.,
2014)

odrzavanje morfologije crijeva

duljina i struktura vila

modulacija upalnog odgovora

ekspresija TNF

razine proupalnih citokina

(CLARK i MACH, 2017)
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promjena sastava CM

B
| - a-raznolikost
! - omjeri izmedu bakt. koljena

udjeli bakterije koje proizvode SCFAT
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v

promjena aktivnosti CM

> - proizvodnja SCFA™
antioksidativna aktivnostT
antimikrobne supstance
proupalni odgovor.).

promjena strukture crijeva

Y

cjelovitost crijevne membrane
morfologija crijevnih resica

Slika 2: Utjecaj fizicke aktivnosti na CM (vlastita slika izradena u programu Microsoft Word)

Smatra se kako je u¢inak na CM u obliku J-krivulje (CHAMORRO-VINA i sur., 2013). Bavljenje
fizickom aktivnos¢u je povezano s gore navedenim pozitivhim ucincima. No, isto tako
prekomjerna fizi¢ka aktivnost u kombinaciji s neadekvatnom prehranom, nedostatnim snom i
oporavkom moze djelovati kao stresor na CM zbog negativnih posljedica na os crijevo-mozak
(CLARK i MACH, 2016), ¢esto u sklopu sindroma relativnog energetskog deficita (RED-s).
Pogorsanje stanja CM moZe povratno dodatno opteretiti os crijevo-mozak (MARGOLIS i sur.,
2021). Uslijed pretreniranosti moze doc¢i do povecane propusnosti crijevne membrane kao $to
je u prijasnjem poglavlju objasnjeno (WOSINSKA i sur., 2019). Pretreniranost je povezana i sa
imunodepresijom (akutno imuna zatajenje, kroni¢na supresija imunosnih ¢imbenika) zbog
smanjenja funkcionalnosti imunosnih stanica zbog ¢ega dolazi do povecane osjetljivost na

razvoj infekcija gornjeg diSnog sustava i probavnog sustava (GLEESON i sur., 2011Db).

Fizi¢ka aktivnost povecanog intenziteta ili duljeg trajanja moze predstavljati stres za probavni
sustav i njegov mikrobiom i povecati propusnost crijevne membrane (CLAUSS i sur., 2021). To
se moze odraziti razvojem probavnih tegoba kao Sto su gréevi, Zgaravica, mucnina, povraéanje,
proljev ili pak smanjenjem sportske izvedbe (GisoLF1, 2000). Pored potencijalnog preventivnog
djelovanja na gore navedene Stetne posljedice ekscesa u fizickoj aktivnosti, imunomodulacija
probioticima moze biti kljucna u prevenciji infekcija, posebice gornjeg diSnog sustava zbog

povecéanja razina obrane odnosno robustnosti imuniteta.
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2.3. Personalizacija CM Sportasa

U profesionalnom sportu 21. stoljeca personaliziran pristup u pripremi vrhunskih Sportasa
postaje sve viSe standard. Smatra se kako upravo kroz personaliziran pristup moze rezultirati
maksimalni potencijal SportaSa za izvedbu vrhunskih sportskih rezultata (NOLTE i sur., 2023).
Individualna prilagodba trenaznog procesa, prehrane, suplementacije i plana oporavka
specifi¢nim potrebama, uvjetima i zeljama pojedinacnog Sportasa smatra se klju¢em uspjeha u
suvremenom sportu (PRZEWLOCKA i sur., 2024). Vjeruje se kako ¢ak i SportasSi koji u datom
trenutku postiZu visoke rezultate mogu unaprijediti svoje rezultate kroz individualizaciju gore

navedenih ¢imbenika.

Najnovija istrazivanja pokazuju kako CM igra znacajnu ulogu u sportskoj izvedbi, zbog cega
se sportska medicina i nutricionizam sve viSe okre¢u dijagnostici i personalizaciji CM. CM je
u slozenoj dvosmjernoj interakciji kako s prehranom tako i s fizickom aktivnoséu, zbog ega je
osmisljen koncept prehrana-CM-fizi¢ka aktivnost (BOISSEAU i sur., 2022). Istrazivanja su
potvrdila kako CM utjeCe na sportsku izvedbu, a prehrana i fizicka aktivnost pak utjecu na
sastav i aktivnost CM (DONATI ZEPPA i sur., 2019). No, zbog velike interindividualne
varijabilnosti personalizaciju CM moguce je provesti iskljucivo kroz personaliziran pristup i
visoku razinu individualizacije (QUIGLEY i GAJULA, 2020). Stoga ¢e personalizacija CM
vjerojatno u buduénosti postati kljucna stavka u pripremi vrhunskih Sportasa zbog implikacija

po prehranu, suplementaciju i trenazni proces, ali i individualizaciju brige o zdravlju SportaSa.

Svrha personalizacije CM kod SportaSa moze biti stimulativni u¢inak na cjelokupno zdravlje
kroz ocuvanje zdravlja CM, olaksanje prilagodbe na trenazni napor i poboljSanje oporavka te
poticanje sportske izvedbe. Personalizaciju je mogucée provesti kroz razli¢ite prehrambene
intervencije, te pro-,pre- i postbioticima kao ciljanim sredstvima za modulaciju CM. Za
provedbu personalizacije CM SportaSa potreban je integrativan pristup njegovom zdravlju koji
dijagnosticki 1 terapijski ukljucuje 1 sve razliCite faktore koji nisu direktno povezani s
prehranom i suplementacijom, a imaju znac¢ajan utjecaj na CM kao $to su san i psihicko zdravlje
(GIL-HERNANDEZ i sur., 2023; XIONG i sur., 2023) . Preporuka je proces personalizacije
popratiti redovitim serijskim analizama CM kako bi se pratio uspjeh intervencije (NOLTE i sur.,
2023), pogotovo u kontekstu razdoblja natjecanja i priprema (AKAZAWA i sur., 2023).

Prehranom je moguce uvesti promjene ve¢ u roku od 24 sata (DAVID i sur., 2014; SON i sur.,

2020). Prehrana je najvaznija odrednica sastava CM (SINGH i sur., 2017; MAKKI i sur., 2018).
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Istrazivanja su pokazala kako je pridrzavanje razli¢itim prehrambenim obrascima povezano sa
specificnim profilima sastava CM (WU i sur., 2011). Prema pojedinim autorima opisuju se
takozvana tri enterotipa kojima ovisno o tipu dominiraju tri razli¢iti bakterijska roda:
Bacteroides, Prevotella te Ruminococcus (ARUMUGAM i sur., 2011). Enterotip 1, povezan s
rodom Bacteroides veze se uz obilan unos Zivotinjskih namirnica, posebice proteina. Enterotip
2, povezan s rodom Prevotella tipican je osobe koje prakticiraju vegetarijansku i vegansku
prehranu, odnosno obilato unose biljne namirnice bogate vlaknima. Enterotip 3, povezan s
rodom Ruminococcus ucestao je kod osoba ¢ija se prehrana temelji na unosu Zitarica i
Skrobastih namirnica. Zanimljivo je kako je pojavnost ovih enterotipova neovisna o spolu, dobi
1 etnickoj pripadnosti. No, mnoga druga istrazivanja ukazuju kako je podjela na tri enterotipa
pojednostavljenje problematike sastava CM, zbog ¢ega se danas smatra kako se ne radi o tri
enterotipa, ve¢ o stupnjevitim interindividualnim razlikama po pitanju sastava CM (KNIGHTS i
sur., 2014).

2.3.1. Ucinak prehrane na sastav CM

Razli¢iti prehrambeni obrasci povezani su s razliCitim konfiguracijama sastava CM. lako
nemamo podatke za SportaSe, rezultati istrazivanja dobiveni na istrazivanjima na zivotinjskim
modelima i skupinama ispitanika daju vrijedan uvid u potencijal modulacije sastava CM kroz

pridrZavanje razli¢itim obrascima/oblicima prehrane (BEAM i sur., 2021; PURDEL i sur., 2023).

Prehrana bazirana na biljnim namirnicama, (,,plant-based*) sadrzi visoki unos biljnih tvari,
konkretno vlakana, polifenola i drugih fitokemikalija kao Sto su primjerice biljni alkaloidi
(ROGERSON, 2017). Ovi oblici prehrane u povezani su s enterotipom kojim dominira rod
Prevotella. Studije na populacijama koje se hrane na ovaj nacin, kao $to su stanovnici africkih
zemalja, su pokazale kako je njihova CM obiljezena povecanom a-raznoliko§¢u, poveéanim
udjelima koljena Bacteroidetes i rodova Prevotella, Xylanibacter, Alloprevotella, Anaerostipes,
Blautia Phascolarctobacterium, Coprococcus, Lachnospiraceae kao i povecanom
proizvodnjom metabolita nastalih fermentacijom vlakana i drugih ugljikohidrata iz biljnih
namirnica, primjerice kratkolancanih masnih kiselina (SEEL i sur., 2023; SIDHU i sur., 2023). S
druge strane su smanjeni udjeli koljena Firmicutes te obitelji Porphyromonaceae te
Erysipelotrichaceae. Posebice u usporedbi s populacijama koje se hrane konvencionalnim
nacinom, odnosno modernom, zapadnjackom prehranom. Povoljni u¢inci ovog oblika prehrane
dokazani su i kod pacijenata oboljelih od pretilosti i drugih metaboli¢kih poremecaja,
kardiovaskularnih i autoimunih bolesti (THOMAS i sur., 2023). lako su potrebna daljnja
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istrazivanja, danas se smatra kako razliCiti oblici prehrane bazirane na biljnim namirnicama,
kao Sto su vegetarijanska i veganska, svoje blagotvorne zdravstvene u¢inke ostvaruju upravo

preko promjena koje izazivaju po pitanju sastava i aktivnosti CM (BARNARD i sur., 2019).

Bezglutenska prehrana je kljucni dijetoterapeutski pristup u lijecenju celijakije, alergije na
pSenicu i netolerancije na gluten (CAMPANIELLO i sur., 2022). No, dana se bezglutenska
prehrana samoinicijativno ili na preporuku stru¢njaka primjenjuje i u okviru drugih bolesti 1
poremecaja, pa ¢ak i zdravih pojedinaca. Bezglutenska prehrana povezana je sa smanjenim
unosom vlakana, odredenih minerala i vitamina (kalcij, magnezij, cink, vitamin B12, D i folat).
Po pitanju crijevnog mikrobioma su dvije studije pokazale kako je provedba bezglutenske
prehrane povezana s smanjenjem relativnih udjela rodova Lactobacillus, Bifidobacterium i
Roseburia i posljedi¢no smanjenom mikrobnom proizvodnjom laktata, ali pove¢anjem obitelji
Enterobacteriaceae, Clostridiaceae i Victivallaceae kao i roda Escherichia coli (DE PALMA i
sur., 2009; BONDER i sur., 2016). Stoga se zbog Stetnih posljedica po CM bezglutenska prehrana

kod SportaSa preporuca samo u sklopu lije¢enja gore navedenih poremecaja.

Ketogena prehrana je definirana kao oblik prehrane s visokim unosom masti (oko 90% dnevnog
unosa kalorija) i niskim unosom ugljikohidrata (5-10% dnevnog unosa kalorija) kako bi se
potaknuo metabolizam masti, odnosno ketogeneza, proizvodnja ketonskih tijela (WHITNEY i
NAIR, 2021). Ketonska tijela su izvor energije za kolonocite, poti¢u protuupalnu i
antioksidativnu aktivnost, imunosnu regulaciju, crijevnu peristaltiku i ja¢aju crijevnu barijeru.
Ketogena prehrana se koristi u lije¢enju nekoliko neuroloskih bolesti, epilepsije, depresije i
neurodegenerativnih bolesti. Pored tog ketogena prehrana ima pozitivne u¢inke na inzulinsku
rezistenciju i druge metaboli¢ke poremecaje. No, pozitivni uéinci ketogene prehrane na
sportsku izvedbu nisu potvrdeni znanstvenim dokazima, StoviSe neki izvori cak tvrde kako
djeluje Stetno (THOMAS i sur., 2016; FRITZEN i sur., 2019; BAILEY i HENNESSY, 2020; MURPHY
i sur., 2021; KOERICH i sur., 2023).

Glavna odlika ketogene prehrane je restrikcija, odnosno eliminacija unosa ugljikohidrata.
Ugljikohidrati su makronutrijenti koji se mogu podijeliti na probavljive, koji se metaboliziraju
u tankom crijevu enzimatskom razgradnjom, i neprobavljive, koji bivaju fermentirani od strane
CM u debelom crijevu. Ugljikohidrati zauzimaju vaznu ulogu u prehrani Sportasa zato Sto su
lako probavljiv i obilan izvor energije Sto je klju¢ za homeostazu glukoze, samu sportsku
izvedbu te oporavak organizma (JEUKENDRUP, 2004, 2014). No, pokazalo se kako prehrana

bogata probavljivim ugljikohidratima, a siromasna neprobavljivim vlaknima ima negativne
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ucinke na CM: dolazi do smanjenja raznolikosti, naruSavanja crijevne barijere te smanjenju
proizvodnje SCFA zbog gubitka bakterija iz rodova Bacteroides, Bifidobacterium,
Propriobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Clostridiales, Roseburia i Prevotella (PAYNE i
sur., 2012; HOLSCHER, 2017; LEBLANC i sur., 2017; D1 RIENzI i BRITTON, 2020). SCFA su
klju¢ne za aerobnu sportsku izvedbu, kada u nedostatku glikogena iz tjelesnih skladista, one
mogu biti oksidirane u skeletnom misi¢u i time povecati biodostupnost masnih kiselina, glukoze
i glikogena (GASTIN, 2001; HUGHES, 2019). Zato je bitno pomno planirati unos ugljikohidrata,

razmisljajuci istovremeno o benefitima po pitanju energetskog unosa, ali 1 u¢inku na CM.

Glavnina energetskog unosa se u ketogenoj prehrani odvija kroz unos masti, zbog ¢ega se ¢esto
rabi i naziv ,low-carbohydrate high-fat“ (LCHF) za ovaj oblik prehrambene intervencije
(BAILEY i HENNESSY, 2020). Masti su klju¢ne u prehrani Sportasa zbog svoje uloge u izgradnji
stani¢nih membrana, apsorpciji vitamina topivih u masti ali i kao bogat izvor energije, pogotovo
u sportovima izdrzljivosti (THOMAS i sur., 2016). Poveéan unos masti zna¢ajno oblikuje CM:
generalno smanjuje udjele Lactobacillus, a povecava udjele Clostridiales, Bacteroides i
Enterobacteriales (NEu i sur., 2021). No, nemaju svi tipovi masti isti u¢inak: zasi¢ene masti
viSe povecavaju udjele Bacteroides, Bilophila, Faecalibacterium prausnitzii te proizvodnju
LPS u usporedbi s nezasi¢enim mastima, dok one pak povecavaju udjele Streptococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium i Akkermansia muciniphila (NEu i sur., 2021). Najbolje ucinke
na CM imaju omega-3 nezasi¢ene masti zato $to povecavaju proizvodnju SCFA, cjelovitost
crijevne barijere i pozitivno utjecu na os crijevo-mozak (DE VADDER i sur., 2014; COSTANTINI
I sur., 2017). Zbog toga se one smatraju ¢ak i prebioticima (VIJAY i sur., 2021; RINNINELLA i
COSTANTINI, 2022). Povetan unos masti problematican je po CM zbog promjene u
enterohepati¢noj cirkulaciji zu¢nih soli, koja moze rezultirali kiselim miljem crijeva koji moze
djelovati antimikrobno (IsLAM i sur., 2011). No, isto tako sekundarne zué¢ni soli, koje su
metaboliti CM  poboljSavaju apsorpciju energije i kisika zbog povecanja oksidativne
fosforilacije i beta-oksidacije masnih kiselina ¢ime se smanjuje osje¢aj umora kod Sportasa
(CLARK i MACH, 2017). Upravo zbog tog je uloga CM klju¢na u metabolizmu masti kod
SportaSa, odnosno adekvatan unos odgovarajucih tipova masti moze pozitivno utjecati na sastav

CM, sto ¢e se pak pozitivno odraziti na energetski metabolizam prilikom sportske izvedbe.

Ketogena prehrana znacajno utjece na sastav CM, §to je dokazano na zivotinjskom modelu i
ljudima. Ketogena prehrana moze smanjiti a-raznolikost. Na razini koljena povecava udjele
koljena Bacteroidetes, a smanjuje one koljena Firmicutes, Proteobacteria i Actinobacteria. Na

razini rodova povecava udjele Lactobacillus, Bacteroides, Parabacteroides, Prevotella, Slackia
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te wvrste Akkermansia muciniphila, te smanjuje udjele Turicibacter, Desulfovibrio,
Bifidobacterium, Lachnobacterium, Agathobacter, i Dialister (Lim i sur., 2022). Treba
napomenuti kako naveden promjene detektirane po primjeni ketogenoj prehrani nisu videne u
svim istrazivanjima, zbog Cega su potreban dodatna istrazivanja kako bi se jednoznacno
definirao u¢inak ketogene prehrane na CM. Provedeno je jedno istrazivanje na SportaSima gdje
je kao nutritivna intervencija koristena ketogena Mediteranska prehrana, ali ona nije rezultirala

znacajnijim promjenama u CM (MANCIN i sur., 2022).

Prehrana bazirana na zivotinjskim namirnicama obiljezena je visokim unosom dviju skupina
nutrijenata: zivotinjskih proteina te zivotinjskih masti, ponajvise zasi¢enih. Ove dvije skupinu
razli¢ito mijenjaju sastav CM. Bitno je naglasiti kako su podaci u nastavku dobiveni iz
istraZzivanja na Zivotinjama i ljudima. Ovaj oblik je relativno neistrazen u usporedbi s drugima
jer je iznimno tesko prouciti u¢inke zivotinjskih proteina i masti zbog njihove biokemijske
slozenosti (LEE i sur., 2023). Sude¢i po literaturi, prehrana bazirana na zivotinjskim
namirnicama povecava udjele koljena Firmicutes 1 Proteobacteria, a smanjuje one
Bacteroidetes. Uz to potice rast bakterija koje toleriraju zu¢ kao $to su Bacteroides, Alistipes te
Bilophila. S druge strane se vidi smanjenje udjela obitelji Lachnospiraceae i rodova koje
proizvode laktat, Lactobacillus te kratkolancane masne kiseline: Roseburia, Agathobacter,
Enterococcus, Ruminococcus (BEAM i sur., 2021). Iako se ¢esto ovaj oblik prehrane povezuje
sa Stetnim posljedicama po mikrobiom, smatra se kako se zapravo radi samo o nedostatku

literature na ovu temu zbog slozenosti podrucja koji ¢e potencijalno u buduénosti biti smanjen.

2.3.2. Utjecaj unosa soli na sastav crijevnog mikrobioma

Unos soli, NaCl-a, pogotovo prekomjerni znacajno utjece na sastav CM (SMILJANEC i LENNON,
2019). Prekomjerni unos soli ima Stetne uc¢inke na razine metabolita CM. Tako prekomjeran
unos soli povecava apsorpciju butirata od strane kolonocita zbog ¢ega dolazi do smanjenja
razina butirata unutar lumena crijeva. Zbog fenomena ,,cross-feeding“-a ¢e se intraluminalni
manjak butirata ocitovati 1 smanjenjem proizvodnje laktata jer butirat predstavlja supstrat za
proizvodnju laktata. No, prekomjeran unos soli, viSe od 5,5 g dnevno u trajanju od dva tjedna
primjerice, izaziva i znacajne taksonomske promjene. Bakterije razliCito reagiraju na sol.
Uslijed prekomjernog unosa soli dolazi do gubitka bakterija koje ne toleriraju sol kao Sto je rod
Lactobacillus (¢ak 90% nakon 14 dana), Sto su potvrdila istrazivanja na ljudima i Zivotinjama

(WiLcK i sur., 2017). No, s druge strane postoje i rodovi bakterija ¢iji ¢e relativni udjeli porasti
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zbog povecanog unosa soli kao §to su Alistipes, Oscillobacter, Oscillospira i Parasutterella
(WANG i sur., 2017).

2.3.3. Utjecaj suplementacije na sastav CM

Sportasi redovito koriste dodatke prehrani, samoinicijativno ili na preporuku struénjaka.
Najcesce se koriste proteini, iz sirutke ili biljnog porijekla te kreatin. Pregledom literature nisu
pronadeni radovi koji su istrazivali utjecaj kreatina na sastav CM. No, poznato je kako kreatin
ima pozitivne u¢inke na integritet crijevne barijere (MUELLER i sur., 2018), zbog Cega se

pretpostavlja kako ima i blagotvorne u¢inke a CM.

U prehrani SportaSa unos proteina je od velike vaznosti. Trenazni proces i adaptacija tijela istom
povezana je s povecanom nutritivnom potrebom za proteinima zbog intenzivnije sinteze
proteina u misi¢nom tkivu, ali i na crijevnoj barijeri (KARLUND i sur., 2019; MOORE, 2019;
CHURCHWARD-VENNE i sur., 2020). CM je ukljuéen u viSe aspekata metabolizma proteina. Oko
10% unesenih proteina se ne probavlja enzimatskom razgradnjom u tankom crijevu ve¢ biva
fermentirano od strane CM (MACFARLANE i sur., 1988; PORTUNE i sur., 2016), ¢ime se
proizvode SCFA te razgranate aminokiseline (BCAA) s pozitivnim implikacijama po
cjelovitost crijevne barijere ali i sportsku izvedbu (BLACHIER i sur., 2019; DIETHER i WILLING,
2019). No, CM utjece 1 na endogenu proteolizu domacina tako Sto proizvode petpidaze i
proteinaze koje djeluju sinergisticki s onima koje proizvodi domacin (DAVILA i sur., 2013;
GARCIA-GUTIERREZ i sur., 2019). CM takoder utjece i na anabolizam i funkcionalnost misi¢nog
tkiva putem osi crijevo-misi¢ (BINDELS i DELZENNE, 2013; NAY i sur., 2019; TICINESI i sur.,
2019; HAWLEY, 2020). Zanimljivo je kako unos proteina pozitivno korelira s mikrobnom
raznoliko$¢u u nekim istrazivanjima (CLARKE i sur., 2014; NEu i sur., 2021), ali je i videno
kako je unos proteina i raznolikost bila obrnuto proporcionalna (JANG i sur., 2019a). U literaturi
se navodi kako je potrebno uzeti u obzir prati li unos vlakana povecan unos proteina (CLARKE

i sur., 2014; JANG i sur., 2019b).

S obzirom na povecane nutritivne potrebe za proteinima kod SportaSa, oni ¢esto pribjegavaju
suplementaciji proteinima, iako se generalno smatra kako unos protein iz cjelovitih namirnica
ima isti, pa ¢ak i ve¢i ergogeni ucinak nego onaj iz suplementacije (ELLIOT i sur., 2006; VAN
VLIET i sur., 2017). Protein u suplementaciji moze biti iz zivotinjskih (sirutka) i biljnih izvora
(soja, grasak, riza). Istrazivanja na zdravim pojedincima su pokazala kako ucinak

suplementacije proteinima na CM ovisi 0 njihovom izvoru (LANG i sur., 2018): zivotinjski
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proteini povecavaju relativne udjele rodova Bacteroides, Alistipes, Bilophila i Ruminococcus
te snizavaju udjele roda Bifidobacterium i proizvodnju SCFA u usporedbi s biljnim proteinima,
koji pak povecavaju udjele roda Bifidobacterium i Lactobacillus te sniZavaju udjele Bacteroides
i Clostridioides. Neki autori ¢ak tvrde kako zivotinjski proteini imaju negativan u¢inak na CM
zbog proizvodnje potencijalno Stetnih proteolitickih metabolita (DE FILIPPO i sur., 2010). Pored
vrste proteina, bitna je i njegova koli¢ina: prekomjeran unos proteina upravo zbog ovih
proteolitickih metabolita (amonijak, biogeni amini, indoli, fenoli) moze imati Stetne u¢inke na
crijevnu barijeru i usporedno tome i proupalni odgovor (PORTUNE i sur., 2016; YAO i sur., 2016;
MADSEN i sur., 2017; BLACHIER i sur., 2019; DIETHER i WILLING, 2019; OLIPHANT i ALLEN-
VERCOE, 2019)

Kod Sportasa je u¢inak suplementacije proteinima na CM istraZzena je samo u jednoj studiji iz
2018. godine (MORENO-PEREZ i sur., 2018). Rezultati su pokazali kako suplementacija
proteinima sirutke povecava udjel roda Bacteroides, a smanjuje udjele rodova Roseburia,
Blautia i Bifidobacterium. Znacajne rezultate imalo je i presje¢no istrazivanje koje se bavilo
razlikama u sastavu CM bodybuildera koji jesu i nisu koristili proteinsku suplementaciju
(BYERLEY i sur., 2022). Zakljucak je kako proteinska suplementacija definitivno mijenja
aktivnost u smislu poticanja metabolizma aminokiselina, ali i sastav CM u razli¢itim
razmjerima ovisno o drugim c¢imbenicima. Najbitnije je kod primjene proteinske
suplementacije osigurati adekvatan unos vlakana jer se na taj nacin garantira kako se CM nece
drasti¢no prebaciti sa saharoliti¢ne na proteoliti¢nu aktivnost. Kod pojedinaca koji konzumiraju
veée koli¢ine proteina, one nece biti povezane sa Stetnim ucincima na CM ukoliko oni
konzumiraju i adekvatne koli¢ine vlakana (SZURKOWSKA i sur., 2021). S obzirom na CM
preporuka je primjena probiotika, primjerice Bacillus coagulans uz proteinsku suplementaciju,
zbog moguénosti smanjenja proupalnog odgovora, poboljSanja apsorpcije nutrijenata te
poveéane proizvodnje proteaza koje potpomazu apsorpciju aminokiselina (JAGER i sur., 2018,
2020; STECKER 1 sur., 2020). Tako probiotik primijenjen paralelno uz suplementaciju
proteinima moZze smanjiti oSte¢enje miSica 1 poboljSati proces oporavka, a time poboljsati i

sportsku izvedbu.

SportaSi pored proteina Gesto suplementiraju i mikronutrijente, vitamine i minerale.
Mikronutrijenti su klju¢ni u fiziologiji imunosnog sustava, metabolizma ali 1 koStanog,
misi¢nog i ziv€anog sustava (GLEESON i sur., 2004). Mikronutrijenti su klju¢ni za zdravlje

SportaSa jer su njihove potrebe za njima povecane zbog redovitog i intenzivnog fizickog napora,
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znojenja te povisenog oksidativnog stresa (CLARKSON, 1995; GLEESON i sur., 2004). No,

mikronutrijenti su iznimno vazni i za CM.

Vitamini su kemijski spojevi koji funkcioniraju kao kofaktori za enzime (KHO i LAL, 2018).
Suplementacija vitaminima moze mijenjati CM zato §to se samo male koli¢ine istih apsorbiraju
u gornjem probavnom sustavu (YANG i sur., 2020a). Za CM SportaSa od velike vaznosti su
antioksidativni enzimi, kao Sto su vitamin C i E, te antioksidativni, ali i protuupalni vitamin D
(DONATI ZEPPA i sur., 2019), kako bi se smanjile posljedice oksidativnog stresa proizaslog iz
trenaznog procesa, te potaknulo adekvatno funkcioniranje imunosnog sustava. Istrazivanja su
pokazala kako je primjena vitamina C i E povezana sa smanjenjem slobodnih radikala te
porastom udjela Bifidobacterium i Escherichia, i smanjenjem udjela Escherichia coli (Xu i sur.,
2014). Primjena vitamina D je pak u istraZzivanjima povezivana s porastom udjela Bacteroides
I Akkermansia, smanjenjem omjera Firmicutes/Bacteroidetes i udjela Faecalibacterium i
Ruminococcaceae (SINGH i sur., 2020). Smatra se kako apsorpcija vitamina D u crijevima ovisi
0 sastavu CM (SINGH i sur., 2020).

2.3.4. Utjecaj prehrambenih aditiva na CM

Sportasi su &esto izloZeni namirnicama koje sadrze prehrambene aditive. Redovita konzumacija
energetskih napitaka i plocica, pripravaka za brzu nadoknadu elektrolita i drugih procesuiranih
namirnica tipi¢nih za sportsku prehranu povezana je neminovno s unosom prehrambenih
aditiva. Generalno je ve¢ina prehrambenih aditiva, od umjetnih zasladivaca do emulgatora i
zguSnjivaca povezana s negativnim ucincima na sastav CM. Ovo djelovanje je uglavnom
potvrdeno na istrazivanjima na zivotinjskim modelima. Tipi¢ni primjeri su umjetni zasladivaci
kao $to su sukraloza (E955), saharin (E954) te aspartam (E951), nenutritivni zasladivaci s
nikakvim ili minimalnim brojem kalorija. Ova tri zasladivaca dovode do povecanje broja
bakterija iz obitelji Clostridiales, Enterobacteriaceae te rodova Bacteroides i Clostridium. Ove
promjene mikrobioma dovode do povecane glukoneogeneze u jetri kuda dospijevaju metaboliti
ovih zasladivaca po konverziji u propionat. Zato je unos umjetnih zasladivaca kod zivotinja
povezan s razvojem intolerancije na glukozu, ostecenja jetre te drugih negativnih metabolickih
ucinaka. No, bitno je napomenuti kako kod ljudi nisu utvrdene doze koje bi dovele do promjena
CM. Bitno je napomenuti kako neki prirodni zasladivaci, kao §to su Secerni alkoholi iz voca
kao Sto su sorbitol ¢ak imaju prebiotsko djelovanje jer je on izvor ugljika za bakterije kao $to

su Lactobacillus i Bifidobacterium.
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2.3.5. Ucinak probiotika na CM 3portaSa

Probiotici su Zivi mikroorganizmi s pozitivnim zdravstvenim u¢incima (HILL i sur., 2014). CM
se mozZe personalizirati kroz primjenu probiotika. Sustavni pregled randomiziranih klini¢kih
studija na SportaSima iz 2023. pokazao je kako primjena formulacija probiotika s jednim ili vise
sojeva moze poboljsati sportsku izvedbu kao i neke njezine elemente kao Sto su izdrzljivost,
snaga 1 oporavak, ali i tjelesne stavke povezane s njom kao §to su bolnost misi¢a i sastav tijela
(D1 Dioi sur., 2023).

Medunarodni olimpijski odbor izjavio je kako unos probiotika tijekom nekoliko tjedana
povecéava udjele blagotvornih bakterija unutar crijeva sto ima pozitivne posljedice na zdravlje
crijeva i imunost (MAUGHAN i sur., 2018). Upravo je poboljSanje imunosnih funkcija jedan od
glavnih razloga primjene probiotika kod Sportasa. Bavljenje sportom povezano je s pove¢anim
zahtjevima tijela na imunosni sustav, zbog ¢ega dolazi po povecanja incidencije infekcija
respiratornog sustava (WALSH i sur., 2015) i probavnih tegoba (CAMILLERI, 2019). Zato je
visoko funkcionalan imunitet kljuéan za SportaSa: izostanak s treninga ili natjecanja zbog
infekcije ili probavnih tegoba kobno je za karijeru SportaSa. Stanje CM-e je vazno za sveukupni
imunitet SportaSa jer je otprilike 70% svih imunosnih stanica funkcionalno povezano s GALT,
gdje urodeni stani¢ni imunitet dolazi u kontakt s CM (SWIATCZAK i sur., 2011; HOOPER i sur.,
2012). Primjena probiotika kod SportaSa je manje istrazena nego kod razli¢itih zdravstvenih
stanja (PYNE i sur., 2015). Smatra se kako generalno probiotici posjeduju visestruke mehanizme

djelovanja pri primjeni kod SportasSa (JAGER i sur., 2019) (Tablica 3).

Tablica 3: Mehanizmi djelovanja probiotika kod Sportasa

Glavni o
_ ) ~ Podmehanizmi Reference
mehanizam djelovanja
aktivnost (PAGNINI i1 sur.,
makrofagat 2010)
imunomodulacija _ .
) interakcija s TI B (GOMEZ-LLORENTE
(KLAENHAMMER 1 sur., ) ekspresija NF-xB| _
receptorima I sur., 2010)

2012)
(GOMEZ-LLORENTE

roupalni citokini
protp l i sur., 2010)
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protuupalni
citokini (IL-10) 1

imunoglobulini
(IgA) 1

proliferacija i
aktivacija T i B

limfocita

proizvodnja
proupalnih
citokina od strane
T-stanica
aktivnost NK

stanica

(HuANG 1 sur.,
2019b)

(JAGER i sur., 2016;
AzaD i sur., 2018;
ZHANG i sur., 2018)
(SASHIHARA i sur.,
2013; AGHAEE i
sur., 2014; SHIDA i
sur., 2017)

(CLANCY 1 sur.,
2006)

(SHIDA 1 sur., 2017)

jacanje crijevne barijere

(SHING i sur., 2014)

ekspresija gena
za stvaranje

¢vrstih veza?l

(ANDERSON i sur.,
2010)

kolonizacijska

otpornost T

adhezija
patogena na
biofilm|
kompeticija za
receptore]
kompeticija za
nutrijente 1
lucenje

bakteriocina

(SERVIN, 2004)

(VELRAEDS i sur.,
1998)
(VIECO-SAIZ | sur.,
2019)
(SuskovIC i sur.,
2010)

proizvodnja metabolita

SCFA

vitamini

antioksidansi

(MARTARELLI i sur.,
2011)
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Kod Sportasa je dokazano djelovanje razlicitih sojeva s razli¢itim mehanizmima djelovanja

(Tablica 4).

Tablica 4: Mehanizmi djelovanja sojeva dokazani kod Sportasa

Mehanizam

Soj

Referenca

imunomodulacija

Lactobacillus
fermentum VRI-003

(Cox i sur., 2010)

Lactobacillus casei
Shirota

(GLEESON 1 sur.,
2011a; VAISBERG i
sur., 2019)

Lactobacillus
delbrueckii

bulgaricus

Bifidobacterium
bifidum

Streptococcus
salivarius

thermophilus

Bifidobacterium
animalis subsp.
Lactis BI-04

Lactobacillus
helveticus Lafti L10

(MICHALICKOVA i
sur., 2016, 2017)

formulacija

Bifidobacterium
bifidum W23,
Bifidobacterium
lactis W51,
Enterococcus
faecium W54,

Lactobacillus
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acidophilus W22,
Lactobacillus brevis
W63, Lactobacillus

lactis W58
jacanje crijevne )
. _ Lactobacillus
barijere (NADATANI i
rhamnosus GG
sur., 2018)
Lactobacillus (BRENNAN 1 sur.,
salivarius UCC118 2018)
Bifidobacterium
bifidum W23,
Bifidobacterium
lactis W51,
Enterococcus .
N ] (LAMPRECHT i sur.,
Formulacija faecium W54,

2012)
Lactobacillus

acidophilus W22,
Lactobacillus brevis
W63, Lactobacillus
lactis W58

Bitno je napomenuti kako je djelovanje probiotika ovisno o soju, odnosno njegovoj sposobnosti
kolonizacije probavnog sustava, klini¢koj u¢inkovitosti kao i razmjeru uc¢inka.

Pozitivne ucinke probiotika na os crijevo-mozak odnosno poboljSanja psihi¢kog i mentalnog
zdravlja kod SportaSa, a posljedi¢no i na osjet stresa, anksioznost itd. potvrdilo je nekoliko
istraZzivanja (DONG i sur., 2021; SALLEH i sur., 2021; ZHu i sur., 2023).

Uspjesna primjena probiotika u smislu prevencije infekcija i drugih zdravstvenih ucinaka
smanjuje upotrebu lijekova, posebice nesteroidnih protuupalnih lijekova. Posto oni imaju Stetne

ucinke po CM (MASEDA i RiccloTTl, 2020), primjena probiotika potpomaze i o¢uvanju CM.
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Bitno je napomenuti kako je istrazivanje iz 2020. ukazalo na vaznost uspostave adekvatnog
nutritivnog unosa, posebice u pogledu unosa vlakana prije poCetka primjene probiotika.
Ispitanici SportasSi koji nisu imali adekvatan unos vlakana u sklopu svoje visokoproteinske
prehrane, nisu imali dobrotvorne ucinke formulacije probiotika s viSe sojeva u pogledu
modulacije sastava CM niti proizvodnje SCFA (SoN i sur., 2020).

Primjena probiotika kod aktivnih Sportasa je znanstveno dokazana s ciljem (SIVAMARUTHI i
sur., 2019; MARTTINEN i sur., 2020): ocuvanja zdravlje, prevencije bolesti, pogotovo infekcija
probavnog i diSnog sustava (KEKKONEN i sur., 2007; WEST i sur., 2011; TAVARES-SILVA i sur.,
2021), suzbijanje posljedica pretreniranosti, smanjenja simptoma umora i evt. ergogenog

ucinka.

Kao Sto vrijedi i za druge dodatke prehrane, probiotike treba Koristiti samo u sklopu
uravnotezene, adekvatne prehrane. ,,Food first* pristup u prehrani je Sportasa je klju¢ zbog cega
je potrebno pazljivo evaluirati ideju primjene probiotika. Pritom se treba uzimati u obzir i
mogucnost unosa probiotika kroz fermentirane namirnice, koje pored probiotika sadrze 1 druge
nutrijente koje su vazne u prehrani SportaSa (NAKAMURA i sur., 2012) za njihov CM kao Sto su
vlakna (DONATI ZEPPA i sur., 2019) i polifenoli (D’ANGELO, 2020; SORRENTI i sur., 2020;
HUGHES i HOLSCHER, 2021). Za dobrobiti fermentirane hrane se zna ve¢ stolje¢ima (ANUKAM
i REID, 2007). Smatra se kako je najveci benefit unosa fermentiranih namirnica njihov uc¢inak
na proupalni odgovor i imunosni kapacitet (GABOON, 2011; TURNER i sur., 2020). Primjeri
fermentiranih namirnica koje se mogu koristiti kao kvalitetni i u¢inkoviti izvori probiotika kod
SportaSa su (REDDY i sur., 2018): mlije¢ne fermentirane namirnice (kefir, jogurt), biljne
fermentirane namirnice (kiseli kupus, kisela repa, kimchi, tempeh, natto), fermentirani napitci

(kombucha, vodeni kefir).

Ukoliko se Sportas$ ili njegov tim odlu¢e na primjenu probiotika u obliku dodatka prehrane,
kljucno je informirati se o specifi¢nim svojstvima probiotika ili proizvoda koji sadrzi probiotik
kao §to su nacin primjene, doziranje kao moguce nuspojave prije odluke o uzimanju probiotika

(de Simone, 2019). Proizvodi mogu biti u obliku praha, kapsula ili tekuéina.

Bitno je napomenuti kako se preporuca unos samo komercijalno dostupnih formulacija s
probioticima provjerenih proizvodaca kako bi se smanjila moguénost unosa supstanci koje bi

se sukladno regulacijama regulatornih tijela moglo detektirati kao doping. Pri odabiru
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probiotika Sportas ili ¢lan njegovog tima moze se voditi podacima iz liste u sekciji 5.1 ili Tablici

1.

Preporuka je suplementaciju probioticima zapoceti minimalno 14 dana prije faze pripreme ili
natjecanja. Ovaj vremenski period je potreban kako bi omogucila kolonizacija i adaptacija
probiotika unutar CM. Ovaj period obiljezen je prolaznim poveéanjem aktivnosti unutar crijeva
— fermentacija, stvaranje plinova, pojacan motilitet. Tijekom tog perioda moguc¢ je razvoj
probavnih tegoba kao $to su nadutost, mu¢nina i proljev, koji dodatno mogu biti pogorsani
putovanjima prije priprema ili natjecanja. O ovome Sportas obavezno mora biti informiran kako
bi se osigurala suradljivost prilikom primjene probiotika. Tolerancija i nuspojave moraju biti
pracene od strane SportaSa samog, trenera te ¢lanova medicinskog tima te primjena prekinuta
ukoliko dode do razvoja zabrinjavajucih nuspojava. Zbog tog se savjetuje probiotik testirati van
ili eventualno pocetkom sezone, kako bi SportaS znao kako njegovo tijelo reagira na probiotik.
lako se primjena probiotika smatra generalno sigurnom (SANDERS i sur., 2010; MERENSTEIN |

sur., 2023), razvoj nuspojava je mogué¢ (BOYLE i sur., 2006).

S obzirom na literaturu nije jasno koliko je potrebno unositi probiotik kako bi on ostvario svoj
ucinak. Vedina intervencijskih istrazivanje je provedena u trajanju od minimalno cetiri do ¢ak
16 tjedana (GLEESON i sur., 2011a; LAMPRECHT i FRAUWALLNER, 2012; VALIMAKI i sur., 2012;
WEST i sur., 2012). Preporuka je nakon 3 mjeseca primjene probiotika procijeniti zajedno sa
SportaSem i zdravstvenim timom (lije¢nik, nutricionist) da li je doslo do pozitivnog ishoda koji

bi pravdao nastavak primjene istog (NOLTE i sur., 2023).

Sto se ti¢e doze, preporuca se unos proizvoda koji sadrZi koncentracije 108-10° CFU (Zivih
jedinica mikroorganizama) po dozi (kapsuli, tableti, koli¢ini praha) (BOYLSTON i sur., 2004).
lako nemamo preporuke za SportasSe utemeljene na znanstvenim dokazima, gore navedena doza
odgovara koli¢inama koriStenim u istrazivanjima na SportaSima u kojima su videni pozitivni

udinci.

Nije poznato koje je optimalno vrijeme uzimanja probiotika. Istrazivanja su provedena na in
vitro modelima gornjeg probavnog sustava koji ukazuju kako je prezivljavanje probiotika vece
kad su oni uneseni 30 minuta prije obroka u kombinaciji s mlijekom (kravljim, zobenim) nego
30 minuta poslije u kombinaciji sa sokovima (TOMPKINS i sur., 2011). Potrebna su dodatna
istraZzivanja kako bi se potvrdile ove hipoteze, no SportaSima se preporuca pridrzavati se ova
dva pravila kod tempiranja unosa, uz naravno prilagodbu Zivotnim navikama i preferencijama

samog Sportasa.
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Istrazivanja o potencijalnom ergogenom ucinku probiotika ima manje nego po pitanju drugih
potencijalnih svrha upotrebe (COQUEIRO i sur., 2017). U 28 pregledanih istraZzivanja na ovu
temu (CARBUHN i sur., 2018) , samo ih je 10 potvrdilo pozitivan u¢inak suplementacije
probioticima na sportsku izvedbu (Tablica 1). Ergogeni u¢inak opisan je uglavnom u aecrobnim
sportovima , kao $to su triatlon i tr€anje na duge pruge, tek manje u ekipnim sportovima, kao
Sto su badminton, obojka i nogomet (WIACEK i KAROLKIEWICZ, 2023). Ovi u¢inci su ostvareni
kod aerobnih sportova kroz poveéanje acrobnog kapaciteta (VO2 max) i time izdrzljivosti, a
kod ekipnih ¢ini se kroz promjene sastava tijela u smislu povecanja udjela misi¢nog tkiva, a
time i snage. Smatra se kako probiotici ergogene ucinke ostvaruju indirektno, ponajvise kroz
imunomodulaciju i lu¢enje metabolita s utjecajem na regulaciju metabolizmu 1 sastava tijela.
No, potreban je velik broj dodatnih istrazivanja kako bi se potvrdila promatranja iz ovih prvih

randomiziranih studija na ovu temu (CosTA i sur., 2022).

Tablica 5: Lista sojeva probiotika s dokazanim ucincima na SportaSima s obzirom na sport i

duljinu primjene (Prilagodeno po Di Dio i sur., 2023)

Soj i referenca Vrstasporta Primjena Uc¢inak
Lactobacillus casei  Shirota _ ) aerobna sposobnost?
) badminton 6 tjedana
(SALLEH i sur., 2021) osjecaj stresa|
Lactobacillus plantarum PS128 _ ergogeni ucinak
) triatlon 3-4 tjedna _ .
(HUANG i sur., 2019b, 2020) imunomodulacija
Lactobacillus plantarum _ ) izdrzljivost
_ tréanje 6 tjedana
TWK10 (HUANG i sur., 2018) aerobna sposobnost?
Lactobacillus gasseri CP2305 atletika )
) ' 12 tjedana osjecaj umora
(SAWADA i sur., 2019) (trcanje)
Lactococcus lactis JCM 5805
(postbiotik) (KomANO i sur., viSesportova 2 tjedna osjecaj umora
2018)
Bacillus coagulans GBI-30 )
viSe sportova 3 tjedna oporavak 1

(JAGER i sur., 2018)
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Bacillus subtilis odbojka B
) ] sastav tijela
(TOWNSEND i1 sur., nogomet 10-12 tjedana
) ergogeni ucinak
TOOHEY i sur., 2020) baseball
Bifidobacterium longum  ssp. _ ) o
) atletika 5 tjedana ergogeni ucinak
longum (LEE i sur., 2019)
. ) o ergogeni ucinak (pod
Bifidobacterium animalis BB-12 o )
_ ronjenje 8 tjedana stresom)
(DONG i sur., 2021) _
anksioznost|
Bifidobacterium animalis BB-12 ) osje¢aj  psiholoSkog
_ taekwondo 8 tjedana
(ZHu i sur., 2023) umora
Vise sojeva (Bifidobacterium,
] ] ) oporavak
Streptococcus) (SHING i sur., atletika 4 tjedna .
ergogeni ucinak
2014)
ViSe sojeva
(Lactobacillus, Bifidobacterium, ) bol u misi¢ima
) rugby 17 tjedana o
Streptococcus) (HARNETT i sur., motivacija?l
2021)
N . . . VO2 max1
ViSe sojeva (Lactobacillus, atletika
. ) kapacitet trenaznif
Bifidobacterium, Lactococcus) (tréanje) ) o
_ o 4,8,12 tjedana  osjecaj umora]
(SMARKUSZ-ZARZECKA i sur., borilacki
_ anaerobna
2020) sportovi
sposobnost?
ViSe sojeva (Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, = ) o
biciklizam 8 tjedana osje¢aj umora

Bacillus) (SCHREIBER
2021)

Prebiotici su popularno ¢esto shvaceni kao ,,hrana* ili ,,gorivo* za mikrobiom. U suvremenoj

znanosti se pored vlakana kao prototipa prebiotika, danas ¢esto ubrajaju i nezasi¢eni masne

kiseline, polifenoli 1 odredeni biljni alkaloidi. Njima je svima zajednicko kako se radi o

supstancama koje ¢e selektivno poticati rast odredenih ¢lanova CM (GIBSON i sur., 2017),

najéesée iz rodova Lactobacillus i Bifidobacterium, a tako povecati proizvodnju odredenih

metabolita, primjerice SCFA, i ojacati crijevnu barijeru. Zbog selektivne fermentacije unutar
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CM i gore navedenih ucinaka unos prebiotika pozitivno ¢e utjecati na skladiStenje glikogena 1
metabolizma, ali i smanjivanje probavnih tegoba povezanih s intenzivnom tjelovjezbom. No,
to je hipoteza konstruirana na temelju spoznaja o prebioticima iz istraZzivanja na drugim
populacijama, kao S§to su pretile osobe i pacijenti s drugim poremecajima metabolizma
(DAVANI-DAVARI i sur., 2019). U znanosti, kao i na trziStu dodataka prehrani, danas su
najpopularniji inulin, fruktooligosaharidi (FOS), galaktooligosaharidi (GOS) te laktuloza. lako
postoji viSe istrazivanja koji se bave utjecajem prebiotika na zivotinjskim modelima fizicki
aktivnih osoba, u literaturi postoji samo pet istrazivanja koja su se bavili prebioticima i njihovim
utjecajem na zdravlje SportaSa, s time da su u Cetiri istrazivanja koriStene formulacije koje
sadrze prebiotike u kombinaciji s probioticima (ZHANG i sur., 2023). Ovakve formulacije
nazivamo sinbioticima (DE VRESE i SCHREZENMEIR, 2008). Primjer istraZivanja sa sinbioticima
na SportaSima: istraZzivanje koje je koristilo formulaciju s viSe sojeva probiotika, FOS i alfa-
lipoi¢nom kiselinu pokazalo je smanjenje razina endotoksina za skoro 50% i blago poboljsanje
vremenskog rezultata triatlonaca (ROBERTS i sur., 2016). Istrazivanja s prebioticima na
SportaSima su provedena s prototipnim prebioticima, ugljikohidratnim polimerima. No, zbog
svog prebiotskog potencijala SportaSima se preporuca i adekvatan unos polifenola (SORRENTI i
sur., 2020), makar ne postoje istrazivanja u literaturi koja specificno istrazuju prebiotski u¢inak
polifenola kod Sportasa. Vec¢ina probiotika dostupnih na trzistu, bilo u prehrambenim
proizvodima bilo u dodacima prehrani, obogaceno je prebioticima (npr. inulin). Zbog ¢e Sportas
koji se odluéi na unos probiotika ¢esto konzumirati zapravo sinbiotik. Ukoliko postoji Zelja ili
potreba Sportasa za unosom iskljucivo prebiotika bitno je konzultirati nutricionista ili lije¢nika
koji se pri odabiru prebiotika mora voditi smjernicama za njihovu primjenu kod razli¢itih

zdravstvenih stanja (poremecaji metabolizma, imunomodulacija, probavne tegobe).

Najnoviji pojam u podru¢ju modulacije CM su takozvani postbiotici (SALMINEN i sur., 2021b).
Postbiotici se popularno nazivaju i ,probiotici duhovi®, jer se zapravo radi o inaktiviranim,
probioticima (SALEH i sur., 2023). IstraZivanja su pokazala kako primjena formulacija koje
sadrze kljucne strukture ili frakcije probiotskih stanica mogu imati sli¢ne u¢inke kao 1 sami zivi
probiotici (AGUILAR-TOALA i sur., 2018). Postbiotici imaju imunomodulatorno djelovanje
(TAVERNITI i GUGLIELMETTI, 2011) i poticu cjelovitost crijevne membrane (WANG i sur.,
2023). Na SportaSima su dosad provedena tri istraZzivanja. Koristene su komponente probiotika
L. gasseri CP2305 i L. lactis JCM 5805 i dokazano je smanjenje trajanja infekcija gornjeg
disnog sustava i smanjenje osjecaja umora (KOMANO i sur., 2018, 2023) . Posto su probiotici

tek unatrag nekoliko godina postali podrucje istraZivanja, relativno je manji broj istrazivanja.
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No, ocekuje se veliki uzlet po pitanju primjene i istrazivanja postbiotika u buduénosti
(TSILINGIRI 1 RESCIGNO, 2013). Ponajvise u kontekstu primjene fermentiranih namirnica kod
Sportasa jer su one prirodno bogate postbioticima, posto su probiotici koji su inicijalno prisutni
fermentacijom inaktivirani toplinom (pasterizacija, kuhanje) ili drugim metodama obrade
namirnica. Bitno je napomenuti kako se metaboliti probiotika, kao Sto su kratkolan¢ane masne
kiseline ne ubrajaju u postbiotike, ve¢ ih se naziva jednostavno metaboliti ili metabiotici

(SHENDEROV, 2013).

2.3.6. Utjecaj unosa fermentirane hrane

Medunarodno znanstveno udruzenje za probiotike i prebiotike (ISAPP) definira fermentiranu
hranu kao ,,hranu proizvedenu uz pomo¢ kontroliranog rasta mikroorganizama te enzimatsku
pregradnju komponenti hrane” (MARcCO i sur., 2021). Fermentacija je biokemijski proces u
kojem mikroorganizmi kao $to su bakterije, kvasci ili plijesni metaboliziraju organske spojeve
iz namirnice, obi¢no Secere i Skrobove, generalno pod anaerobnim uvjetima, u razlicite derivate
koji poboljsavaju nutritivna, organolepticka i tehnoloska svojstva namirnice (CHILTON i sur.,
2015). Glavna prednost fermentacije u proizvodnji hrane je produZivanje roka trajanja
namirnice, jer se akumulacijom alkohola i organskih kiselina te sniZzenjem pH vrijednosti
inhibira kako rast patogenih mikroorganizama kao to su Listeria monocytogenes i Salmonella
typhimurium (YE i sur., 2021) tako i enzimatska aktivnost unutar supstrata zbog Cega se
smanjuje rizik truljenja namirnice (LEEUWENDAAL i sur., 2022). Svrha fermentacije iz
perspektive mikroorganizama je proizvodnja energije (WANG i sur., 2021). Postoji razli¢iti
tipovi fermentacije ovisno o tome koje su biokemijske reakcije ukljucene u proces. Razlikujemo
primarne fermentacije kad mikroorganizmi neposredno metaboliziraju supstrate dostupne u
ishodisnoj sirovini, i sekundarne fermentacije kad mikroorganizmi metaboliziraju metabolite
proizasSle iz primarne fermentacije. Tako postoje primarni tipovi kao S§to su lakticki tip
fermentacije, citricna, masla¢na i alkoholna fermentacija, te sekundarni tipovi kao $to su octena

malolakti¢na, i propionska fermentacija (Tablica 6).

Tablica 6: Tipovi fermentacije (prilagodeno po Voidarou i sur., 2020)

Mikroorganizmi Supstrati Metaboliti Namirnice

Primarne
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mlijecne:

Lactobacilla jogurt, kefir,
ceae, Homolakti¢na: laktat; sirevi
. Leuconostoc | . - ..
Mlije¢na Secer Heterolakti¢na: laktat, etanol, biljne: kiseli
eceae,
Streptococe CO; kupus, kimchi,
aceae tempeh
mesne: kobasice
Saccharomy
ces  spp.,
Kloeckera . . .
Alkoholna Secer etanol, CO> vino, pivo, kefir
spp.,
Zymomonas
mobilis
Leuconostoc kombucha,
PR acetat, format, etanol, 2,3- pivo, kiseli
_— Enterococcu ] ] ] ] ] ]
Citri¢na citrat butanediol, diacetil, acetoin, krastavci,
s spp.,
Lactobacillu laktat, CO> prehrambena
s spp., industrija
Sekundarne
Oenococcus
oeni, .
] vino, ocat,
Malolakti¢na  Lactobacilla malat laktat, CO> o
sirevi
ceae,
Pediococcus
Acetobacter
spp., kakao, kava,
Gluconoace ocat, vodeni
Octena etanol acetat, EPS ) )
tobacter, kefir, kiselo
Gluconobac pivo
ter
) Propionibac propionat, acetat, COpo,
Propionska ] laktat ] ementaler
terium spp. sukcinat

Zbog Siroke upotrebe mlije¢na fermentacija je nedvojbeno najvazniji tip fermentacije u

proizvodnji hrane. Ona je temelj proizvodnje fermentiranih mlije¢nih, mesnih te biljnih

fermentiranih namirnica. Za ovaj tip fermentacije odgovorne su bakterije mlije¢ne Kiseline
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(BMK), koje mogu biti homo-, hetero- ili fakultativnho fermentativne. Homofermentativne
BMK koriste¢i aldolazu proizvode dva mola laktata po molu glukoze, a heterofermentativne
koriste¢i fosfoketolazu proizvode i etanol i CO2 uz laktat (WANG i sur., 2021). Fakultativne
BMK mogu Kkoristiti ili homo- ili heterofermentativne metabolicke puteve ovisno o okolisnim
uvjetima i dostupnosti supstrata. U proizvodnji hrane vazne homofermentativne BMK su
Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus te Lactobacillus helveticus, vazna
heterofermentativna BMK je Leuconostoc spp., a fakultativne pak Lactiplantibacillus

palntarum i Lacticaseibacillus casei.

Povijesno su fermentirane namirnice prisutne u ljudskoj prehrani ve¢ tisuélje¢ima, a neki
smatraju ¢ak i od pocetka evolucije ¢ovjeka (AMATO i sur., 2021). Prvi tragovi primjene metoda
fermentacije u proizvodnji hrane stari su i po nekoliko tisu¢a godina. Od fermentacije grozda
u sklopu proizvodnje vina iz Gruzije 5'000-6'000 prije Krista (MCGOVERN i sur., 2017), do
fermentacija rize, voca i meda u proizvodnji pi¢a iz Kine 7'000 prije Krista (MCGOVERN i sur.,
2004) i proizvodnje sira prije ¢ak 8'000 godina (Ross i sur., 2002). Opravdano se smatra kako
je fermentacija u proizvodnji hrane mozda najvaznija uloga koju su mikroorganizmi odigrali u
povijesti Covjecanstva, mozda i vise od proizvodnje antibiotika (VITORINO i BESSA, 2017;
MAcoRI i COTTER, 2018). Proces fermentacije koristen je Sirom svijeta od strane svih
prehrambenih kultura, bilo na biljnim namirnicama (voée, sjeme, gomolji, povrée) bilo
zivotinjskim namirnicama (meso, mlijeko, riba, jaja), ovisno o dostupnosti u specificnom
okoliSu (VolbARoOU i sur., 2020). Tesko je procijeniti ukupni broj vrsta fermentiranih namirnica
Sirom svijeta, no smatra se kako se globalno proizvodi vise od 5000 razli¢itih vrsta (TAMANG |
sur., 2020). Zahvaljuju¢i globalizaciji, danas je potroSacima dostupan ovaj Sirok raspon
fermentiranih namirnica porijeklom iz razli¢itih prehrambenih kultura Sirom svijeta (TAMANG
i sur., 2020). Metode fermentacije su se kroz povijest uvelike promijenile te se prehrambena
industrija sve viSe odmice od spontane prema standardiziranoj, odnosno preciznoj fermentaciji

koriStenjem dobro okarakteriziranih sojeva poc¢etnih kultura (CHALI i sur., 2022).

Postoji vise tipova klasifikacije fermentiranih namirnica, no uglavnom ih se klasificira na
temelju ishodiSne sirovine (SIDDIQUI i sur., 2023). Tako razlikujemo fermentirane namirnice
od zitarica, povr¢a, grahorica, gomolja, mlijeka, mesa, ribe, alkoholne napitke te one nastale
kombinacijom sirovina (TAMANG i sur., 2016a). Postoje velike regionalne razlike u raspodjeli
I popularnosti tipova fermentiranih namirnica (VALENTINO i sur., 2024). Dok se u Jugoisto¢noj
Aziji i juznoj Indiji uglavnom fermentiraju grahorice, konkretno soja, u Zapadnoj Aziji,

sjevernoj Indiji, Europi i Sjevernoj Americi se fermentiraju Zzitarice, pSenica, jeCam 1 zob te
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mlijecni i mesni proizvodi (TAMANG i sur., 2020). Dodatno se razlikuju spontani fermenti i oni

ovisno o kulturama. Kod nekih namirnica, kao Sto su kiseli kupus i kimchi, proces fermentacije

zapocinje spontano zbog ¢ega ih se naziva i ,,divljim* ili spontanim fermentima (REZAC i sur.,

2018). No, kod odredenih proizvoda, kao $to su kefir i kombucha, dodaje se pocetna kultura

(engl. ,.starter”) mikroorganizama prirodnog ili komercijalnog porijekla (YANN i PAULINE,

2014) koja inicira i regulira proces fermentacije (BEGANOVIC i sur., 2014), zbog Cega ih se

naziva i fermentima ovisnima o kulturi. Pregled fermentiranih namirnica u Tablici 7.

Tablica 7: Pregled fermentiranih namirnica Sirom svijeta (prilagodeno po Dimidi i sur., 2019)

Mlijecne
IshodisSna N N Istaknuti mikroorganizmi
Ime o Porijeklo Fermentacija . .
sirovina tijekom fermentacije
o L. delbrueckii bulgaricus, S.
) B Turska, Bliski ) )
jogurt mlijeko Istok starter termophilus (DE SouzA |
sto
sur., 2024)
a. starter ) -
1) ovisno o tipu sira
b. spontana 2) Penicill
o enicillium spp.,
Turska, (plavi sirevi, Brevibacterium I L
iravi T i icki revibacterium linens, L.
sirevi mlijeko Egipat Bliski parmezan, ' .
Istok helveticus (REUBEN i
camembert,
) sur., 2023)
brie)
L. kefiri, casei, paracasei,
lactis, Kluyveromyces
kefir mlijeko Kavkaz starter (zrnca kefira) marxianus, Saccharomyces
cerevisiae, unisporus
(PrRADO i sur., 2015)
Biljne
Komagataeibacter  xylinus,
Saccharomyces  cervisiae,
kombucha ¢aj Kina starter (SCOBY) Acetobacter spp,

Gluconoacetobacter (COTON
i sur., 2017)
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L. plantarum, sakei, casei,

iseli kupus curvatus, brevis,
iseli
(Brassica Kina spontana Pediococcus spp.,
kupus _
oleracea) Leuconostoc spp. Weissella
spp., (ZHou i sur., 2018)
o Leuconostoc spp., Weissella
Kineski ) )
koreensis, L. sakel,
kupus, .
] ] ) Trichosporon,
kimchi mrkva, Koreja spontana ]
_ Saccharomyces  unisporus,
daikon, luk, o _ )
Pichia kluyveri (PATRA i
zacini
sur., 2016)
kruh od Saccharomyces exiguus,
kiseloga tijesto od Candida milleri, L.
tijesta mljevenih Egipat, Rim kiselo tijesto brevis/rhamnosus,
(,,sourdou  zitarica Leuconostoc mesenteroides
gh*) (DE VuysT i sur., 2009)

L.: Lactobacillus; spp: species pluralis; SCOBY:: ,,symbiotic cultre of bacteria and yeast*

Fermentirane namirnice vazan su element zdrave ljudske prehrane (LEROY i DE VUYST, 2014).
Danas Sirom svijeta raste popularni konsenzus kako je unos fermentiranih namirnica povezan s
pozitivnim uc¢incima po zdravlje (FLACHS i ORKIN, 2021). Kao prednosti fermentirane hrane
navodi se kako se ona proizvodi od sirovih, neprocesuiranih i prirodnih namirnica, sadrzi malo
1 nikako prehrambenih aditiva u smislu konzervansa, boja 1 pojacivaca okusa, te se proizvode
odrzivim, tradicionalnim i prirodnim metodama (LEEUWENDAAL i sur., 2022). Dodatna
prednost fermentirane hrane u kontekstu ljudske prehrane je Sto je ona lakSe probavljiva
(RANINEN i sur., 2017; PoLESE i sur., 2018). Procesom fermentacije se poboljSava
probavljivost slozenih ugljikohidrata i proteina zbog razgradnje Skrobova na oligosaharide te
polipeptida na aminokiseline (YADAV i KHETARPAUL, 1994; CABUK i sur., 2018; KARLUND i
sur., 2020). Fermentacijom mlijeka dolazi do destabilizacije kazeinske micele ¢ime se postize
vecéa probavljivost mlije¢nih proteina (JARDIN i sur., 2012; BEERMANN i HARTUNG, 2013), ali
poboljSava i biodostupnost kalcija (ROZENBERG i sur., 2016) i kalija (HADJIMBEI i sur., 2022).
Fermentacija smanjuje i udio antinutrijenata ishodiSne namirnice, kao Sto su fitati i
cijanogeniéni glikozidi (HONG i sur., 2004; EMKANI i sur., 2022). Cesta je pojava kako osobe

ne toleriraju izvornu sirovu namirnicu, ali ju mogu konzumirati u fermentiranom obliku bez
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probavnih tegoba, kao $to je Cesto slucaj kod intolerancije na mlijecne proizvode koje sadrze
laktozu (LEEUWENDAAL i sur., 2022) ili druge fermentabilne oligo-, di-, monosaharide i poliole
(FODMAP) u sklopu IBS (LAATIKAINEN i sur., 2016). Posto fermentirane namirnice imaju
pored samih nutritivnih vrijednosti i dodatne blagotvorne zdravstvene ucinke smatraju se i

funkcionalnim namirnicama (ROBERFROID, 2002; SHIMIzU, 2003).

Zdravstveni ucinci fermentirane hrane su intenzivno istrazivani i dobro dokumentirani (MARCO
i sur., 2017; FIUAN i sur., 2024). Pregled dokazanih pozitivnih zdravstvenih u¢inaka unosa
prototipskih mlije¢nih i biljnih fermentiranih namirnica prikazan je u Tablici 6 i Slici 2.
Istrazivanja na teSko kondicioniranim pacijentima potvrdili su sigurnost primjene fermentiranih

namirnica u zdravstvene svrhe (GUPTA i sur., 2024).

Tablica 8: Pozitivni zdravstveni ucinci fermentiranih namirnica (prilagodeno po Marco i sur.

2017 i Fijan i sur., 2024)

Namirnica Uc¢inak Referenca

(MOZAFFARIAN i

fermentirani mlije¢ni proizvodi ~ regulacija tjelesne mase?
sur., 2011)

kardiovaskularno zdravlje?

rizik za Secernu bolest tip 2|

(SOEDAMAH-MUTHU
i sur., 2013; CHEN i

jogurt mortalitet| sur., 2014; TAPSELL,
broj H. pylori] 2015; EUSSEN i sur.,
imunomodulacija (IgA) 2016)
zdravlje koze?
nadutost| (TURAN i sur., 2014;
zatvor), BELLIKCI-KOYU i
kefir protuupalno djelovanje u IBD sur., 2019; YILMAZ i

imunomodulacija
metabolizam glukozef

hipertenzija|

sur., 2019; ALVES i
sur., 2021)

fermentirano mlijeko

metabolizam glukoze?

upala miSi¢a nakon treninga

(lwasa i sur., 2013)

kimchi

pretilost|
Secerna bolest|

dislipidemija|

(AN i sur., 2013;
CHol i sur., 2013a;
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imunomodulacija
onkosupresijat
zatvor|
»anti-aging*

zdravlje koze1

PARK i sur., 2014;
HAN i sur., 2015)

o .. (NIELSEN i sur.,
kiseli kupus teZzina IBS-a |
2018)
(TieLiscH i sur.,
raspolozenje? 2013; OMAGARI |

razni ferment. proizvodi

mozdana aktivnost]

CM1

sur., 2014; HILIMIRE
i sur., 2015; TAYLOR
i sur., 2020)
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probiotici
prebiotici
postbiotici
metaboliti

fermentirana
namirnica

promjene u crijevnom
mikrobiomu

nutrijenti
metaboliti

hipertenzijad,
1
aterosklerozad,

mozdana
funkcijaq

/

metabolizam

kolesterola '

metabolizam

glukozep
upala misical

| regulacija
metabolizmaf

/

‘o gf imunomodulacijat
e/ /

onkosupresijaf

zdravlje koze

Slika 3: Pregled potencijalnih pozitivnih zdravstvenih ucinaka fermentiranih namirnica

(vlastita slika izradena u programu BioRender)

Prve spoznaje na ovu temu potjecu jos s pocetka 20. stoljeca, kad je nobelovac Mecnikov

istrazivao blagotvorna svojstva kiseloga mlijeka bugarskih seljaka (ANUKAM i REID, 2007).
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Ove spoznaje kulminirale su identifikacijom bioaktivnih peptida i mikrobnih metabolita iz
fermentiranih namirnica sa blagotvornim u¢incima na zdravlje u suvremenoj biotehnologiji.
Danas znamo kako mikroorganizmi kao Sto su BMK tijekom fermentacije (ZHENG i sur.,
2020)od proteina stvaraju aminokiseline i bioaktivne peptide zaklju¢ane u strukturi proteina,
konvertiraju masti u dostupnije oblike kao Sto je konjugirana linoleinska kiselina te proizvode
velik raspon metabolita (SANLIER i sur., 2019), od SCFA, vitamina (ALTAY i sur., 2013;
FERNANDEZ i sur., 2015; BASCHALLI i sur., 2017), antioksidansa (SAMARANAYAKA i LI-CHAN,
2011), eksopolisaharida (kefiran) (RYAN i sur., 2015), bakteriocina (DE CASTILHO i sur., 2019)
te GABA (BEERMANN i HARTUNG, 2013), ali i probavnih enzima koji potpomazu probavu (npr.
laktaza (GRANATO i sur., 2010) zbog ¢ega se opravdano smatra kako fermentirane namirnice
slicno kao 1 drugi mikrobioloski eko-sustavi imaju svoj specifican metabolom. Upravo je
metabolom, pored mikroorganizama i njihovog utjecaja na CM, odgovoran za pozitivne
zdravstvene ucinke fermentiranih namirnica. Tako kimchi sadrzi 3-(4'-hidroksil-3',5'-
dimetoksifenil) propionat (HDMPPA) koji ima antiaterogene ucinke (KiM i sur., 2018), a
jogurt, sir i kobasice (TAKEDA i sur., 2017)sadrzZe laktotripeptide isoleucin-prolin-prolin (IPP)
i valin-prolin-prolin (VPP) koji imaju antihipertenzivni u¢inak zbog inhibicije angiotenzin-1-

konvertiraju¢eg enzima (ACE) (SOLIERI i sur., 2015; RAI i sur., 2017).

Procesom fermentacije se u prehrambenom proizvodu razvija i specifican bogat i raznolik
mikrobiom (TAMANG i sur., 2016b). Mnoge pozitivne zdravstvene ucinke fermentirana hrana
ostvaruje upravo zahvaljuju¢i svom mikrobiomu (CAFFREY i sur., 2024). Sastav mikrobioma
odredene fermentirane namirnice ovisi o dostupnosti supstrata u ishodisnoj sirovini, okoliSnim
¢imbenicima te uvjetima samog procesa fermentacije, kao 1 mikroorganizmima uklju¢enim u
procesu fermentacije (LEEUWENDAAL i sur., 2022). Zahvaljuju¢i dostupnosti amplikon
sekvenciranja se metagenomskim analizama otkrila iznimno raznolika zajednica
mikroorganizama unutar fermentiranih namirnica (COEURET i sur., 2003), ¢iji su mnogi ¢lanovi
dosad bili nepoznati jer nisu direktno uklju€eni u proces fermentacije ili nisu prisutni unutar
pocetne kulture (QUIGLEY i sur., 2012) niti ih je bilo moguce kultivirati konvencionalnim
mikrobioloSkim metodama. Uobicajeno se mikrobiomi fermentiranih namirnica sastoje od
bakterija, kvasaca i plijesni (PIHUROV i sur., 2023). Najbrojniji ¢lanovi u svim fermentiranim
namirnicama, osim onih ribljih, su bakterije iz roda Lactobacillus spp. s udjelima od 4,68% u
mesnim do 32,7% u mlije¢nim namirnicama (VALENTINO i sur., 2024). Pored BMK u
fermentiranim namirnicama prisutne su Acetobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Hafnia,

Klebsiella od bakterija, od kvasaca Candida, Cryptococcus, Dekkera itd., a od filamentoznih
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gljivica Aspergillus, Mucor, Rhizopus i Penicillium (TAMANG i sur., 2016a, 2017). Mikrobiom
fermentirane namirnice je dinami¢an te se njegov sastav mijenja tijekom procesa fermentacije
(CoTTER i BERESFORD, 2017). Smatra se kako mikrobna zajednica fermentiranih namirnica
doseze od najmanje 10° CFU/g (REzAC i sur., 2018) pa sve do 108 CFU/g (LEEUWENDAAL i
sur., 2022). Mikrobiom fermentiranih namirnica istrazuje se i u kontekstu izolacije novih
probiotskih sojeva za komercijalne svrhe, kao §to je to slucaj s Lactobacillus helveticus Rosell-
52 za regulaciju osi crijevo-mozak (WIACEK i sur., 2024) ili Hafnia alvei Ha4597 za regulaciju

apetita (LEGRAND i sur., 2020), koji je izoliran iz camemberta.

Zahvaljuju¢i metodama sekvenciranja nove generacije i metagenomike, danas je moguce
precizno pratiti u¢inak fermentirane hrane na CM. U presje¢nim istrazivanjima CM osoba koje
redovito konzumiraju biljne fermentirane namirnice razlikuje se znacajno po pitanju B-
raznolikosti te je sadrzi vece udjele Bacteroides spp., Prevotella spp., Dorea spp. i
Lachnospiraceae (HAN i sur., 2015; TAYLOR i sur., 2020), a kod onih koji konzumiraju
mlije¢ne fermentirane namirnice (jogurt) Streptococcus thermophilus i Bifidobacterium
animalis (LE Roy i sur., 2022). S time je CM bogatiji bakterijama povezanim s fermentiranom
hranom kao Sto su razne BMK, ali i nekim nepovezanim bakterijama, kao Sto su neke vrste
Prevotella i Enterococcus (TAYLOR i sur., 2020). Pregled literature iz 2024. godine
identificirano je 42 intervencijska istrazivanja na ljudima sa specificnim fermentiranim
namirnicama, od kojih je u 24 ispitana i modulacija CM (VALENTINO i sur., 2024). U kontekstu
modulacije CM koristene su uglavnom mlije¢ne fermentirane namirnice (20 studija), kao $to su
kiselo (fermentirano) mlijeko (10 studija), jogurt (6 studija), kefir (2 studije) ili sir (2 studije)
(SHEU i sur., 2006; FIRMESSE i sur., 2008; Lisko i sur., 2017), a od biljnih kimchi (2 studije)
(HAN i sur., 2015; Kim i PARK, 2018), kiseli kupus (1 studija) (NIELSEN i sur., 2018) i kruh od
kiseloga tijesta (1 studija) (KOREM i sur., 2017). lako rezultati ovise o odabranoj namirnici,
generalno u humanim intervencijskim istrazivanjima redovan unos fermentiranih namirnica
povecava a-raznolikost (WASTYK i sur., 2021), a ovisno o primijenjenoj namirnici potencijalno
dolazi i do povecanja udjela bakterijskih skupina povezanih s proizvodnjom SCFA i
imunomodulatornim djelovanjem i smanjenja udjela potencijalno patogenih bakterija (CHENG
I sur., 2005; INOGUCHI i sur., 2012; VEIGA i sur., 2014; UNNO i sur., 2015; BELLIKCI-KOYU i
sur., 2019).  Zbog gore navedenih ucinaka na sastav CM primjena fermentirane hrane
potencijalno je ucinkovita u suzbijanju disbioze, poremecaja CM, no zbog heterogenosti
istrazivanja ovu hipotezu trenutno jo$ nije moguce potvrditi znanstvenim dokazima (STIEMSMA

i sur., 2020).
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Fermentirane namirnice oblikuju CM na viSe nacina, neposredno i posredno. Putem sadrzanih
mikroorganizama, putem nutrijenata same namirnice te metabolita mikrobioma namirnice.
Stoga se fermentirane namirnice smatraju sinbioticima (SWANSON i sur., 2020): sadrze
probiotike, Zive mikroorganizme s blagotvornim djelovanjem (HiLL i sur., 2014), prebiotike,
supstrate koje CM selektivno moze iskoristiti s blagotvornim u¢inkom na zdravlje te postbiotike
(GIBSON i sur., 2017), fragmente i inaktivirane mikroorganizme s takoder blagotvornim
uc¢inkom na zdravlje (SALMINEN i sur., 2021b). Od prebiotika se u kontekstu fermentirane
hrane i njezine interakcije s CM najvise izdvajaju dva tipa: polifenoli (CARDONA i sur., 2013;
ANNUNZIATA i sur., 2020; SHIFERAW TEREFE | AUGUSTIN, 2020) i SCFA dobivene
fermentacijom prehrambena vlakna (VOREADES i sur., 2014). Fermentacija moze povecati
biodostupnost polifenola u fermentiranim namirnicama (ZHAI i sur., 2018; Li i sur., 2023a).
Polifenoli u CM mogu povecati udjele protuupalnih bakterija, jer primjerice nekim
Lactobacillus spp. moze posluziti kao prehrambeni supstrat (AURA, 2008; PARKAR i sur., 2013),
a s druge strane selektivno inhibiraju rast i virulenciju isklju¢ivo patogena unutar CM (LEE i
sur., 2006; HERVERT-HERNANDEZ i sur., 2009; HERVERT i GoNI, 2011; NASH i sur., 2018;
LESSARD-LORD i sur., 2024). Neke fermentirane namirnice iznimno su bogate SCFA (VAN
HYLCKAMA VLIEG i sur., 2011), primjerice ocat acetatom (DARzi i sur., 2014) ili tvrdi talijanski
sirevi (SUMMER i sur., 2017). SCFA po dospijecu u crijeva snizavaju pH-vrijednost luminalnog
miljea (PESSIONE, 2012) te poti¢u proizvodnju mucina od strane kolonocita (BURGER-VAN
PAASSEN i sur., 2009), zbog ¢ega su vazan prebiotik za rast i razvoj CM (SICARD i sur., 2017;
KoRcz i sur., 2018). Interakcija fermentirane namirnice s CM je iznimno slozena zbog mnostva
njihovih komponenti koje imaju moguénost modulacije CM (Slika 2). [ako je viSe istraZivanja
potvrdilo 1 u¢inkovitost pojedinacnih izoliranih komponenti na CM, bilo to sojevi probiotika
(PARK i sur., 2017), prebiotici (MORENO-ARRIBAS i sur., 2020) ili metaboliti (HAN i sur., 2015;
NIELSEN i sur., 2018), smatra se kako komponente fermentiranih namirnica zajedno imaju

sinergisticki u¢inak pri modulaciji CM (DImMIDI i sur., 2019).
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Slika 4: Interakcija fermentirane namirnice sa crijevnim mikrobiomom (viastita slika izradena

u programu BioRender)

Dio mikrobioma fermentirane namirnice moze kolonizirati CM osobe koja ju konzumira. U
viSe istrazivanja potvrdeno kako neki ¢lanovi istog mogu prezivjeti okolisne stresore tijekom
pasaZe kroz probavni trakt, kao §to su niska pH-vrijednost Zelu¢anog soka, probavne enzime
gusterace i visoku pH-vrijednost Zuci, i zivi dospjeti u crijeva (DE VRIES i sur., 2006; ZAGO i
sur., 2011; BEGANOVIC i sur., 2014) . Pored pasaze kroz probavni trakt, za uspjeSnu
kolonizaciju bakterije iz mikrobioma namirnice moraju imati moguénost adhezije na epitel
crijeva domacina (MARCO i sur., 2017; DE FiLIPpPIS i sur., 2020). Posto je jedno i drugo teSko

za ispitati kako u in vitro, a pogotovo u in vivo uvjetima teSko je za procijeniti kolika je
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sposobnost kolonizacije mikrobioma fermentirane namirnice (ROSELLI i sur., 2021). U¢inak na
autohtonu CM moze biti kratkorocan ili dugorocan, ovisno uglavnom o tome je li kolonizacija
mikrobiomom fermentirane namirnice prolazna ili dugoro¢na (MARCO i sur., 2017; REZAC i
sur., 2018). No, s obzirom na varijabilnost primarno CM, ali i mikrobioma fermentiranih
namirnica to je i dalje zahtjevno za ispitati (LANG i sur., 2014; PLE i sur., 2015), jer proces
kolonizacija uvelike ovisi i o sastavu CM domacina (MALDONADO-GOMEZ i sur., 2016; ZHANG
i sur., 2016).

Kiseli kupus je vjerojatno najpopularnija fermentirana hrana u Europi (MARCO i sur., 2017;
MoTA DE CARVALHO i sur., 2018). Radi se o fermentiranom proizvodu od povréa dobivenom
spontanom mlijeénom fermentacijom sirovog svjezeg bijelog kupusa (Brassica oleracea L. var.
capitata) u slanoj otopini koja sadrzi 2-4% natrijevog klorida (D1 CAGNO i sur., 2016; BELL i
sur., 2018).

Proizvodnja kiseloga kupusa odvija se u nekoliko kljuénih koraka. Svjezi kupus je potrebno
pripremiti, tako Sto se oCisti pa potom u nekim slucajevima 1 usitni ribanjem ili rezanjem na
manje komade. Time se moze smanjiti koncentracija soli u otopini za fermentaciju jer sol lakSe
moze penetrirati stijenku stanica kupusa. Potom se sirovi kupus mijesa sa slanom otopinom
koja sadrzi empirijski definiran omjer soli, generalno izmedu 2% do €ak 7% ovisno o tradiciji.
Sol osmozom unistava stijenku stanica kupusa ¢ime izvlaci tekucinu iz njega i mijenja njegovu
teksturu. Dodatno sol inicijalno djeluje kao konzervans, jer inhibira rast kvarljivih
mikroorganizama i time omogucava korisnim bakterijama da zapo¢nu proces fermentacije.
Dodavanje soli je kriti¢na tocka fermentacije jer ona definira tip i razmjer mikrobnog rasta, ali
i organolepticka svojstva finalnog proizvoda (BEGANOVIC i sur., 2014). Kupus se hermeticki
pakira u sterilne posude kako bi se eliminirao zrak, Sto osigurava anaerobne uvjete potrebne za

pocetak fermentacije.

Proces fermentacije je spontan jer uklju¢uje primarno BMK koje su prirodno prisutne na
svjezem kupusu kao sirovom supstratu (BEGANOVIC i sur., 2014) ili u okolisu za preradu hrane,
poput Weissella spp., Leuconostoc mesenteroides, Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus
plantarum i Pediococcus pentosaceus (DI CAGNO i sur., 2016; ZABAT i sur., 2018; YANG i sur.,
2020b) , kao i gljivice, kvasci i drugi mikroorganizmi. Razgradnjom mono- i disaharida svjezeg
kupusa, prvenstveno glukoze, fruktoze (heksoza) i saharoze, BMK i drugi mikroorganizmi
ukljuceni u proces fermentacije proizvode primarno laktat, ali i acetat, etanol, CO2, manitol,

aromatske spojeve (diacetil, acetaldehid), bakteriocine, aminokiseline, eksopolisaharide i
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propionat. Mikrobna zajednica kiseloga kupusa se mijenja tijekom procesa fermentacije.
Zahvaljuju¢i specificnim bakterijskim procesima tijekom fermentacije kupusa, mikrobna
zajednica finalnog proizvoda, kiseloga kupusa, je bogata i raznolika, ali istovremeno malih

udjela patogenih mikroorganizama zbog niske pH vrijednosti i anaerobnih uvjeta medija.

Prva, pocetna faza fermentacije traje najduze tri dana. U toj fazi dominantni mikroorganizmi su
heterofermentativne BMK poput Leuconostoc mesenteroides. Ove bakterije proizvodnjom
laktata, acetata i CO> koristeci fosfoketolazni put (6-fosfoglukonatni put ili pentozofosfatni put)
brzo snizavaju pH, ¢ime se vrlo rano inhibira rast patogenih i kvarljivih mikroorganizama. No,
posto je sam Leuconostoc je osjetljiv na niske pH vrijednosti porastom koncentracije laktata
njihova populacija odumire i biva zamijenjena vrstama BMK koji bolje toleriraju acidofilni
milje.

Intermedijarna faza traje od 3 do 7 dana. Tad u mikrobnoj populaciji po¢inju prevladavati, s
obzirom na zastupljenost, homofermentativne BMK kao $to su Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus brevis i Lactobacillus casei, koje toleriraju nize

pH vrijednosti. Ove bakterijske vrste putem glikolize uglavnom proizvode laktat.

Kasna faza fermentacije traje od 7 do 21 dana. Homofermentativne BMK postaju
najdominantniji ¢lan, i to najve¢im udjelom Lactobacillus plantarum. No, mogu se pojaviti i
novi ¢lanovi iz skupine BMK ito Pediococcus pentosaceus. U ovoj fazi dolazi do stabilizacije
pH na niskim razinama, ¢ak do 3,5, ali i sastava mikrobne zajednice zbog ¢ega kupus dobiva
svoja finalna organolepticka i mikrobna svojstva te nemogucnosti kontaminacije patogenim

mikroorganizmima.

Faza sazrijevanja nastupa nakon 21 i vise dana. Mikrobna zajednica kupusa je stabilna, te je
okarakterizirana visokim udjelom homofermentativnih BMK. Metaboli¢ka aktivnost se
usporava zbog slabe dostupnosti mono- i disharaida za fermentaciju te nema promjena pH
vrijednost koja je znacajno snizena u ovim uvjetima. Time se kiseli kupus, kao finalni proizvod,

moZze skladistiti dugotrajno bez utjecaja na njegovu kvalitetu.

Mikrobna zajednica kiseloga kupusa, i opcenito drugih fermentiranih namirnica biljnog
porijekla je slabije istrazen nego mikrobiom mlije¢nih fermentiranih namirnica kao $to su
jogurt, kefir i sirevi. U mikrobiomu kiseloga kupusa, kao finalnog proizvoda, klju¢ni
mikroorganizmi su BMK, kvasci, ali i drugi mikroorganizmi (Liu i sur., 2021b; THIERRY i sur.,
2023). Od BMK najvazniji su Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum i

Lactobacillus brevis. Leuconostoc mesenteroides je BMK koja zapocinje proces fermentacije i
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pored laktata proizvodi i CO2, etanol, ali i manitol koji kiselom kupusu daje blago sladak okus
(Hu i sur., 2022). Lactobacillus plantarum nastavlja procese fermentacije i ona uglavnom
proizvodi laktat. Lactobacillus brevis aktivna je u kasnoj fazi fermentacije i doprinosi
organoleptickim svojstvima finalnog proizvoda (okus, tekstura). Kvasci su prisutniji u znatno
manjim koli¢inama nego BMK i uglavnom doprinose formiranju aroma tijekom fermentacije.
Bitno je spomenuti bakteriofage zbog znacajne uloge u regulaciji rasta patogenih
mikroorganizama, ali i Propionibacterium spp. koje proizvode propionat koji takoder utjece na

specifi¢ne arome finalnog proizvoda.

Kiseli kupus klasificira se kao hrana s visokim brojem zivih mikroba po gramu (MARCO i sur.,
2022). Medu tim mikroorganizmima su i mikrobne vrste sa znanstveno dokazanim korisnim
ucincima na zdravlje, s probiotickim svojstvima . Nekoliko sojeva probiotickih bakterija
izoliranih iz kiseloga kupusa otporno je na zuéne soli i nisku zeluc¢anu pH vrijednost (TOURET
I sur., 2018), a nekolicina ¢ak pokazuje otpornost na B-hemolizu i antimikrobnu aktivnost.
Kiseli kupus kao namirnica je potencijalni izvor probiotika koji utjeCu na sastav i
funkcionalnost CM. Ovi u€inci se mogu ocitovati promjenama u funkciji crijeva, ali 1 van

probavnog sustava.

Pored probiotika nutritivnoj vrijednosti kiseloga kupusa doprinose i vitamini i minerali koje on
sadrZi. Fermentacija naime povecava bioraspoloZivost vitamina C, K i odredenih vitamina B

kompleksa (folna, B9), ali i minerala zeljeza i kalija.

U sklopu fermentacije nastaju mnoge supstance s potencijalnim antimikrobnim djelovanjem,

odnosno suzbijaju rast patogenih i proupalnih mikroorganizama.

Vlakna unutar kiseloga kupusa koji su prosli proces fermentacija spadaju u ugljikohidrate
dostupne mikroorganizmima (,,microbe accessible carbohydrates*, MAC), zbog Cega ona

posjeduju prebiotski potencijal (Xu i sur., 2021; AYAKDAS | AGAGUNDUZ, 2023).

Tijekom fermentacije, kontrolirani bakterijski metabolizam pretvara fermentabilne supstrate,
uglavnom ugljikohidrate i1 proteine, u bioloski aktivne metabolite, uklju¢ujuéi kratkolancane
masne kiseline (SCFA) i biogene amine (GAUDIOSO i sur., 2022).Kratkolan¢ane masne kiseline
(SCFA) poput butirata, biogenih amina i prirodnih poliamina (putrescin, spermin, spermidin)
pokazale su da izazivaju povoljne ucinke u gastrointestinalnom traktu (motilitet crijeva,
funkcija barijere, izvor energije) i imunoloSkom sustavu (antioksidativni, protuupalni uéinci)

(HAVENAAR, 2011; WUNDERLICHOVA i sur., 2014; FERNANDEZ-REINA i sur., 2018).
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Stoga se kiseli kupus opravdano moze smatrati sinbiotikom jer sadrzi prebioticka vlakna
(GIBSON i sur., 2017) , mikrobnu populaciju zivih korisnih bakterije (HiLL i sur., 2014) i
postbiotika (SALMINEN i sur., 2021b) koji prilikom konzumacije kiseloga kupusa nisu Zivi, kao
1 bogat metabolom koji ukljucuje SCFA, biogene amine, bakteriocine i mnoge druge

komponente.

Zdravstvene koristi konzumacije kiseloga kupusa proucavane su u ograni¢enom broju
istraZzivanja, uglavnom na in vitro modelima, dok su klini¢ka ispitivanja na ljudima jo$ uvijek
rijetka. No, istrazivanje iz 2018. potvrdilo je kako je redovan unos kiseloga kupusa kod
pacijenata sa sindromom iritabilnog kolona (IBS) povezan sa znaCajnim promjenama u CM,

ovisno o pasterizaciji proizvoda (NIELSEN i sur., 2018).

Ipak, konzumacija fermentirane hrane sli¢nih svojstava kao Sto posjeduje kiseli kupus
povezana je s odredenim zdravstvenim benefitima, pogotovo u pogledu probave, imuniteta i
metabolizma (sekcija 2.2.5.). Promjenama sastava CM osobe koje ga konzumira, pogotovo u
smislu povecanja raznolikosti mikrobne zajednice i smanjenjem udjela potencijalno patogenih
bakterija (TAYLOR i sur., 2020), dolazi do promjena u funkcionalnosti, odnosno zastupljenosti
specificnih mikrobnih metabolickih puteva. Tako primjena Kiseloga kupusa moze potencijalno
blagotvorno djelovati na poremecaje probavnih funkcija poput razli¢itih funkcionalnih
poremecaja (IBS), poboljsati imunoloske funkcije kao $to je obrana organizma od infekcija i
imuni odgovor na tumorske procese (glukozinolat), ali i metabolicke poremecaje kao §to je
Secerna bolest (HIGASHIKAWA i sur., 2010; MOROTI i sur., 2012) i kardiovaskularno zdravlje
(koncentracija kolesterola). Najbolje je istraZzen uéinak fermentirane hrane, kao $to je kiseli
kupus na imunitet (IWASA i sur., 2013; O’BRIEN i sur., 2015): dokazano je kako je redovan
unos relativno velike koli¢ine fermentirane hrane povezan sa smanjenjem dijagnostickih biljega

upalnog odgovora, kao sto su IL-6, IL-10 i IL-12b (WASTYK i sur., 2021).

Kiseli kupus i druge biljne fermentirane namirnice dobivaju sve viSe na pozornosti upravo zbog

spomenutih korisnih u€inaka fermentiranim namirnicama biljnog porijekla na zdravlje.

2.4. Metode

2.4.1. Odredivanje unosa hrane i pi¢a kod Sportasa
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Dijeteticke metode odredivanja hrane i unosa pi¢a se mogu provoditi u razli¢ite svrhe. One
mogu biti koriStene u znanstvene svrhe, u klinicke svrhe u okviru dijetoterapije ili pak u
tehnoloSke i komercijalne svrhe od strane prehrambene industrije (BAILEY, 2021). Razlikujemo
direktne 1 indirektne dijeteticke metode. Dok se kod direktnih metoda podaci o prehrani
dobivaju direktno od samog pojedinca, indirektne metode koriste sekundarne podatke proizasle
iz evaluacije primjerice zaliha hrane ili izdataka za hranu u procjeni dostupnosti hrane (SATALIC
i sur., 2007). Vecina direktnih dijetetickih metoda je retrospektivno: 24- satno prisjecanje,
upitnik o ucestalosti konzumiranja hrane (engl. ,,food frequency questionnaire”, FFQ) te
povijest prehrane. Mana retrospektivnih metoda je $to ovise o pamcenju pojedinca, odnosno
sposobnosti rekonstrukcije prehrambenog unosa. Zbog tog se od direktnih metoda mogu
koristiti i prospektivne metode koje se provode u realnom vremenu: duplikat dijeta, dnevnik
prehrane i dnevnik prehrane uz vaganje. No, prospektivne metode zato zahtijevaju veliku

predanost i posveéenost pojedinca (CADE, 2017).

Ukoliko se dijeteticka metoda provodi u znanstvene svrhe, pri odabiru same metode potrebno
je voditi se dizajnu i cilju istrazivanja, kao i razini tehnickih, logisti¢kih i financijskih uvjeta.
Preduvjet za uspjesnu provedbu iste je pronalazak ravnoteze izmedu opterecenja ispitanika i

kvaliteti 1 pouzdanosti dobivenih informacija.

Dnevnik prehrane je jedna od najcesce koristenih dijetetickih metoda. Pracenje prehrambenog
unosa vrsi ispitanik samostalno ili pod vodstvom istrazivaca tako Sto kontinuirano zapisuje
koli¢inu i vrsta konzumirane hrane u danom trenutku, prije ili nakon konzumacije. Dnevnik
prehrane prati prehrambeni unos uglavnom par dana, u rasponu od jednog do najées$¢e sedam
dana. Idealno je dnevnik prehrane voditi i radnim danima i tijekom vikenda, kako bi se $to
preciznije utvrdile i varijacije u prehrambenom odnosu ovisno o danu u tjednu. Koli¢ine se u
dnevniku prehrane mogu iskazivati ili prema nekoj jedinici, npr. dorucak 1 jabuka, ili posudu,
npr. dorucak Salica kravljeg pasteriziranog mlijeka. No, najpreciznije je odredivanje koli¢ine
hrane vaganjem ili nekim drugim alternativnim oblikom kalibriranog mjerenja, s time da treba
uzeti u obzir kako takav oblik odredivanja uvijek predstavlja vece opterecenje za ispitanika.
Alternativno se u odredivanju koli¢ine konzumirane hrane u dnevniku prehrane mogu koristiti

i atlasi porcija namirnica popularnih u odredenom podneblju (NIKOLIC i sur., 2018).

Prednost dnevnika prehrane je njegova relativno veca pouzdanost u usporedbi s metodama koje
prate unos tijekom kraceg vremenskog razdoblja, kao $to su 24-satno prisjecanje ili jednodnevni

dnevnik prehrane. No, pouzdanost ove metode ograni¢ena je i mnogim manama. Jedna od mana
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ove metode je Sto pouzdanost dnevnika ovisi uvelike o pamcenju ispitanika jer ispitanici
tijekom istrazivanja tek rijetko u idealnim uvjetima neposredno prije, tijekom ili poslije unosa
hrane zapisuju isti u dnevnik (ISHIHARA, 2015). No, moZda glavna mana ove metode je njezino
vremensko 1 kognitivno opterecenje ispitanika: preduvjet za primjenu ove metode u sklopu
istrazivanja su voljni moment, paznja i kognitivni kapacitet ispitanika za vodenje detaljnog 1
kvalitetnog dnevnika. Ukoliko to nije slucaj postoji izvjestan rizik prikaza neadekvatnog unosa
energije i nutrijenata, jer ¢e ispitanik pribjeci pojednostavljivanju ili izbjegavanju (BUSGANG |

sur., 2022).

Alternativa slozenijem vodenju dnevnika prehrane je 24-satno prisje¢anje. Ova metoda sastoji
se od pracenja konzumacije hrane 1 pica tijekom jednog cijelog dana, od budenja do odlaska na
spavanje (FOSTER i BRADLEY, 2018). Prednosti ove metode su smanjenje optereéenja ispitanika
jer u ovoj metodi i sam istraziva¢ pomaze biljeziti unos hrane vodenim pitanjima i prijedlozima
po pitanju veli¢ina porcija i svojstava namirnica. Dodatna pitanja istrazivaca pomazu
ispitanicima u prisje¢anju, pogotovo na meduobroke i elemente obroka ili unos hrane tijekom
drugih, pogotovo drustvenih aktivnosti. Ispitanici su skloni ne navesti neke namirnice kao $to
su umaci, napitci 1 pi¢a, makar oni Cesto znaju sadrzavati znacajan unos energije i nutrijenata
tijekom dana, zbog vlastitog subjektivnog dojma o tim namirnicama (VAN DYKE i sur., 2024).
Pored smanjenja opterecenja ispitanika, prednosti su njezina jednostavnost, (cjenovna)
dostupnost 1 brzina. Mane ove metode su njezina ogranicena objektivnost: ispitanik ovisno o
razli¢itim interesima moze mijenjati svoj iskaz, zbog Cega je iskrivljenje podataka naspram
stvarnog unosa hrane vrlo lako moguc¢e. Pogotovo u direktnoj komunikaciji s istrazivac¢ima
moguce je preSucivanje cijelih obroka ili pojedinih namirnica ili pak umanjivanje koli¢ina zbog

nelagodnosti ispitanika (GARDEN i sur., 2018).

2.4.2. Analiza mikrobiote amplikon sekvenciranjem

Analiza mikrobiote je metoda koja proucava mikrobne zajednice odredenog stanista zive ili
nezive prirode. Danas se u znanosti, industriji ali i forenzici analiziraju mikrobiote odredenog
organa Covjeka ili zivotinje, ali i namirnica, tla i vode (KUMARI i sur., 2022). Analize
mikrobiote omogucile su nove generacije amplikon sekvenciranja. Popularnost novih
generacija sekvenciranja, posebno amplikon sekvenciranja zbog svojih mnogostrukih prednosti

raste kontinuirano. lako su tradicionalne mikrobioloske metode kultivacije i izolacije
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individualnih mikroorganizama i dalje iznimno vazne u klini¢koj praksi i znanosti (MAHNIC i
sur., 2021; AN i sur., 2022), nove metode sekvenciranja otvorile su potpuno nove moguénosti
proucavanja mikroorganizama i njihovih potencijalnih uloga. Zahvaljuju¢i ovim metodama
dosSlo je do promjene fokusa s individualnih mikroorganizama prema zajednicama
mikroorganizama, odnosno mikrobiotama (GUPTA i sur., 2019). Stoga ne cudi $to se u
suvremenoj mikrobiologiji pretezito uvijek o mikroorganizmima govori u kontekstu njihove
zajednice, odnosno mikrobnog eko-sustava u kojem se oni naj¢e$ée i nalaze, a ne isklju¢ivo
izoliranih jedinki. Stovise, analizom mikrobiote otkrivene su mnoge taksonomske skupine
mikroorganizama koje tradicionalnim metodama nije bilo moguce detektirati (HE i sur., 2022).
Nove generacije sekvenciranja temeljni su alat velike veéine znanstvenih projekata u svrhu
odredivanja humane mikrobiote Sirom svijeta (FALONY i sur., 2016; PROCTOR i sur., 2019; REN
novih metoda koriStenih u eksperimentalne svrhe je sekvenciranje 16S rRNA gena za
odredivanje udjela vrsta bakterija sastavnice neke mikrobiote (JOHNSON i sur., 2019), i to

najcesce na I[llumina MiSeq uredaju za sekvenciranje.

U svijetu metagenomike, odnosno analize mikrobiote, sekvence DNK analiziranog genetskog
materijala mikroorganizama predstavljaju glavni izvor informacija (ZHANG i sur., 2021).
Amplikon sekvenciranje bazira se na principu ,,barkodova“, koji kaZe kako i kratka standardna
sekvenca DNK moZe odrediti taksonomsku skupinu nekog mikroorganizma, jer su genetske
razlike izmedu razli¢itih skupina veée od onih unutar iste skupine (HAJIBABAEI i sur., 2007).
Zahvaljuju¢i metodama sekvenciranja nove generacije primjena takozvanih DNK ,,barkodova®,
jedne ili vise relativno kratkih genskih sekvenci od 500-1000 pb, postala je iznimno precizna,
brza i pouzdana za identifikaciju taksonomskih skupina ¢lanova mikrobiote (PURTY i

CHATTERIJEE, 2016).

Ovi ,DNK* barkodovi su zapravo molekularni biljezi koji sluze za razvrstavanje
mikroorganizama unutar nekog eko-sustava po taksonomskim skupinama. Ove sekvence mogu
se nalaziti u kodiraju¢im i nekodiraju¢im regijama DNK. Kako bi odreden dio DNK mogao biti
koristen u svrhu amplikon sekvenciranja, on mora posjedovati odredena svojstva (LIU i sur.,
2021a). Mora se raditi o takozvanom ,housekeeping* fragmentu koji je prisutan u svim
bakterijskim vrstama. Nadalje, taj isti fragment DNK mora posjedovati visok stupanj
polimorfizma $to omogucava diferencijaciju izmedu pojedinih taksonomskih skupina te biti
konzerviran u pojedinim regijama kako bi se olakSao dizajn pocetnica za replikaciju fragmenta

DNK. Poznato je nekoliko potencijalnih molekularnih biljega koji se mogu koristiti u svrhu
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amplikon sekvenciranja: geni 16S rRNA, 23S rRNA, rpoB, gyrB i dnaK. lako se primjena
kombinacije viSe razli€itih molekularnih biljega pokazala pouzdanijom prilikom analizom
mikrobiote (Roux i sur.,2011), danas se u znanosti i industriji i dalje primarno koristi isklju¢ivo
jedan biljeg. Daleko najpopularniji molekularni biljeg je 16S rRNA gen. Radi se o genu duZine
otprilike 1,5 kb koji sadrzi kako konzervirane tako i varijabilne regije (Slika 5) (JANDA i
ABBOTT, 2007). Prednosti ovog biljega je Cinjenica S$to se radi o ,.housekeeping™ genu,
prisutnom u gotovo svim bakterijama, koji je uvelike konzerviran i nepromjenjiv, kao i dostatne
veli¢ine za potrebe bioinformatike (BARTOS i sur., 2024). Analiza mikrobiote sekvenciranjem
16S rRNA gena koristi se za identifikaciju taksonomskih skupina (rodova, vrsta) koje se tesko
mogu kultivirati konvencionalnim mikrobioloSkom metodama, i koje se rijetko povezuju s
razvojem infekcija u domacina. Pritom se koriste knjiznice referentnih sekvenci 16S rRNA
gena: u slucaju poklapanja sekvence dobivene analizom uzorka s onom referentne sekvence iz

knjiznice mikroorganizama, ona se moze svrstati u odgovarajucu taksonomsku skupinu.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
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Slika 5: Prikaz 16S rRNA gena s konzerviranim i varijabilnim regijama. Bakterijski gen za 16S
ribosomalnu RNA sadrzi devet hipervarijabilnih regija: V1, V2, V3, V4, V5, V6, V7, V8 i V9
(prilagodeno po Janda i Abbott, 2007).

Analiza mikrobiote metodom sekvenciranja 16S rRNA gena vrsi se najée$ée uz pomo¢ Illumina
Miseq uredaja, jer se radi o brzoj i preciznoj tehnologiji sekvenciranja. Protokol procedure
ukljucuje (1) ekstrakciju i izolaciju DNK, (2) pripremu knjiznice koriste¢i pocetnice za
varijabilnu regiju, (3) PCR varijabilnih regija, (4) sekvenciranje pomoc¢u MiSeq uredaja te (5)

interpretacija rezultata pomocu Qiime programa (Slika 6).
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Slika 6 Protokol 16S rRNA analize putem MiSeq uredaja (viastitak slika izradena u programu
BioRender)
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3. EKSPERIMENTALNI
DIO

e Dizajn istrazivanja

e Protokol suplementacije

e Standardizacija ¢cimbenika zabune
e | aboratorijska analiza

e StatistiCka analiza



3.1. Mikrobna zajednica kiseloga kupusa

Kako bi se Sto preciznije pratio ucinak primjene kiseloga kupusa na crijevnu mikrobiotu,
analiziran je sastav same mikrobiote kiseloga kupusa. Isti je odreden uz pomo¢ 16S rRNA
amplikon sekvenciranja na Illumina MiSeq uredaju u laboratoriju tvrtke Biomes (Biomes NGS
d.o.o., Wildau, Njemacka). Za analizu je uzeto pet uzoraka kiseloga kupusa prema sljede¢em
protokolu uzorkovanja: dva uzorka slane otopine kiseloga kupusa jednake koli¢ine (10 ml),
jedan uzorak 5 ml slane otopine kiseloga kupusa te dva uzorka koja sadrze 6 g i 3 g samog
kiseloga kupusa uz dodatak 5 ml slane otopine. Uzorkovanje provedeno je u prostoru sobne
temperature, na kojoj je kupus bio i skladisten, u nesterilnim uvjetima, no uz koristenje sterilnog

instrumentarija (pincete, epruvete).

Slika 7: Uzorkovanje kiseloga kupusa za analizu mikrobne zajednice (vlastita fotografija)
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3.2. KOMS 1 Studija dokazivanja koncepta (,,proof-of-concept study*)

3.2.1. Dizajn istrazivanja

PoSto u znanstvenoj literaturi nisu pronadeni podaci koji bi bili mjerodavni za adekvatno
koncipiranje istrazivanja intervencijske studije s kiselim kupusom, prvo je koncipirana

preliminarna studija dokazivanja koncepta (,,proof-of-concept study*).

Cilj studije bio je pratiti kohortu profesionalnih Sportasa tijekom kratkotrajne primjene kiseloga
kupusa i u¢inak istog na njihovu CM 1 odredene laboratorijske parametre. Prilikom koncipiranja
istrazivanja velik izazov bilo je odrediti trajanje intervencije, zbog ¢ega su konzultirani iskusni
biotehnolozi i nutricionisti. Nakon konzultacija odluceno je provesti intervenciju u trajanju od
10 dana. Razlozi za tako relativno kratko trajanje intervencije u usporedbi sa sli¢nim
istrazivanjima s drugim fermentiranim namirnicama ili probioticima bili su dvostruki. S jedne
strane je bila ideja kako ¢e kiseli kupus, ukoliko se zaista radi o kvalitetnom sinbiotiku koji ne
zahtjeva duZe vremensko razdoblje za interakciju s CM domacina, vrlo brzo dovesti do
promjena unutar CM, kao §to je to bio slucaj s drugim sinbioticima u sli¢nim istrazivanjima
(CANCELLO i sur., 2019; LESSARD-LORD i sur., 2024). A s druge strane pak se pracenje
potencijalnih ¢imbenika zabune, kao $to su prehrana, trening 1 san, ¢inilo tehnicki neizvedivo
na duze vremenske relacije, recimo viSe tjedana, zbog vrlo dinami¢nog rasporeda

profesionalnih Sportasa.

Regrutacija ispitanika provedena je u suradnji s Hrvatskim olimpijskim odborom (HOO).
Nakon javljanja zainteresiranih dragovoljaca proveden je inicijalni razgovor u ustanovi koja je
provodila istrazivanje (Centar za crijevni mikrobiom, CCM) gdje su dobili detaljno usmeno
izlaganje o samom istrazivanju, kao i pisane upute od strane tima istrazivaca. Pismeni obrazac
informiranog pristanka potpisan je od strane ispitanika i istraziva¢a nakon $to su svi postupci,
rizici i koristi u sklopu istrazivanja temeljito objasnjeni. Ispitanicima su predani pribori za
uzimanje uzorka stolice i kiseli kupus. Sastav tijela procijenjen je na inicijalnom sastanku prije

intervencije bioimpedancijom od strane istrazivaca (Tanita MC-780, Tanita, Tokyo, Japan).

Ispitanici su upozoreni na vaznost $to manjeg odstupanja od uobicajenih Zivotnih navika
tijekom intervencije, s posebnim naglaskom na prehranu, kako bi se $to preciznije mogao pratiti
ucinak intervencije na CM. U tu svrhu ispitanici su dobili uputu evidentirati kompletan unos
hrane i suplementacije, vrijeme usnivanja i budenja te treninge u dva vremenska razdoblja: prije
pocetka intervenciju tijekom sedam dana i tijekom intervencije kroz deset dana. Kako bi se

dodatno objektivizirale prehrambene navike prije i tijekom intervencije ispitanici su zamoljeni
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ispuniti indeks prehrane SportaSa (,,Athlete Diet Index*, ADI) (CAPLING i sur., 2019), upitnik
razvijen za evaluaciju prehrane Sportasa i njezinih specifi¢nih obiljezja, pogotovo u kontekstu

trenaznog procesa.

Uzorkovanje stolice ispitanici su provodili samostalno uz pomo¢ podijeljenog pribora u dvije

vremenske tocke: dan prije pocetka i dan nakon zavrsetka intervencije.

Intervencija se sastojala od dnevne suplementacije 250 grama kiseloga kupusa. Dnevna koli¢ina
kiseloga kupusa odredena je u dogovoru s nutricionistima uklju¢enim u istrazivanju. Odlu¢eno
je kako se zbog jednostavnosti dnevna koli¢ina nece prilagodavati tjelesnoj masi ispitanika.
Ispitanicima je bilo dopusteno imati varijacije u dnevnoj koli¢ini, kao 1 vremenu unosa tijekom
dana tijekom trajanja istrazivanja, ovisno o situaciji pojedinog dana. Postavljeno je jasno
ograni¢enje kako kupus mora biti unesen svakodnevno te svaka dva dana mora biti
konzumirano sveukupno 500 g (2 dnevne doze). Konzumirana koli¢ina i vrijeme unosa
ispitanici su unosili u dnevnik istrazivanja. Konzumacija kupusa mogla se vrsiti ili samostalno
ili u kombinaciji s drugim namirnicama nekog obroka (salata, prilog). Nuspojave konzumacije,
specificno probavne prirode kao Sto su zatvor, proljev, nadutost, vjetrovi ili bolovi, ispitanici

su bili upuceni biljeziti u dnevnik istrazivanja.

Svi postupci povezani s ovom studijom provedeni su u skladu s Helsinskom deklaracijom i
odobreni od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu za zastitu
ljudskih ispitanika (referentni broj 380-59-10106-23-111/36) dana 27.03.2023. godine. Studija
je registrirana na Clinical Trials.gov pod brojem NCT06087146.

3.2.2. Ispitanici
Cilj istrazivanja bio je regrutirati profesionalne SportaSe. Prilikom odredivanja kriterija

ukljucivanja nastojalo se maksimalno minimizirati potencijalan u¢inak ¢imbenika zabune na
sastav CM. Tako je odluceno je kako ¢e se regrutirati profesionalne Sportase razlicitih sportskih
disciplina kako bi se eliminirao utjecaj specifi¢ne sportske discipline na CM kod ispitanika. S
druge je takoder odluceno je kako ¢e ispitanici biti istog spola, kako bi se takoder eliminirao
utjecaj spola na CM. Definirani su slijede¢i kriteriji ukljucivanja: (1) odrasla dob, (2) muski
spol, (3) status profesionalnog Sportasa prema standardima Olimpijskog odbora ili
profesionalna angaziranost u neolimpijskim sportovima, (4) dobro opcée fizicko zdravlje
(procijenjeno godisnjim zdravstvenim pregledom medicinske komisije Olimpijskog odbora,

sportske medicine ili primarne zdravstvene skrbi). Kriteriji za iskljucenje bili su: (1) primjena
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antibiotika najmanje Sest mjeseci prije ili tijekom intervencije, (2) suplementacija probioticima
najmanje Sest mjeseci prije ili tijekom intervencije, (3) uzimanje kroni¢ne medikamentozne

terapije, (4) poznata alergija na kiseli ili sirovi kupus.

S obzirom na specifi¢ne uvjete tijekom sezone natjecanja, provedba istrazivanja je kod svakog

ispitanika organizirana tijekom faze priprema van sezone natjecanja.

Koristenjem statistickog programa (verzija 3.1.9.2; Sveuciliste Heinrich Heine Dusseldorf,
Dusseldorf, Njemacka) procijenjeno je kako bi broj od 10 ispitanika pruzio odgovarajucu

veli¢inu uzorka za razlike u uparenim uzorcima ¢ime je osigurana adekvatna snaga istrazivanja.

3.2.3. Protokol suplementacije
Kiseli kupus koristen u ovoj studiji proizveden je od strane Eko Imanje Zrno d.o.o., Vrbovec,

Hrvatska. Kiseli kupus uzgojen je lokalno u uvjetima biodinamicke poljoprivrede. Isti je
pripremljen na mjestu uzgoja, fermentacijom u otopini s 2% udjelom soli bez upotrebe
konzervansa. Proizvod je po zavrSetku procesa fermentacije pasteriziran. Kiseli kupus je
pakiran u staklene staklenke veli¢ine 500 grama. Svakom ispitaniku podijeljeno je pet staklenki
kiseloga kupusa. Prije pocetka studije, testirana su njegova nutritivna i mikrobioloska svojstva
u akreditiranom laboratoriju za ispitivanje sigurnosti hrane Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Nutritivne informacije navedene su u Tablici 10. U kulturama
broj bakterija koje stvaraju mlije¢nu kiselinu (BMK) iznosio je 4,82°10° (£2,31) CFU/ml.
Konvencionalnim  mikrobioloSkom metodama nije detektirana prisutnost Stetnih
mikroorganizma, ukljucujuci Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae, sulfit-reducirajuce
Klostridije i plijesni (<10 CFU/g).

Tablica 9: Nutritivni sastav 100g kiseloga kupusa koristenog u eksperimentalnom radu

Kalorije 80 kj/ 81 kcal
Proteini 0.86g
Ugljikohidrati 3.619

Seéeri 0.29

Masti 0.1g

Sol 1.99¢9
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Vlakna 1.59

J-kilojoule; kcal-kilokalorije;g-grami

3.2.4. Standardizacija tjelesne aktivnosti, sna i prehrane

Ispitanici su biljezili svoje Zivotne navike, eksplicitno tjelesnu aktivnost, prehranu i san u
dnevnik istrazivanja u obliku virtualnog obrasca u programu Excel (Microsoft, Palo Alto, SAD)
posebno dizajniranog za potrebe ovog istrazivanja. Ispitanici su dnevnik istrazivanja vodili u
dva vremenska razdoblja: sedam dana prije pocCetka intervencije i tijekom deset dana
intervencije. Po pitanju tjelesne aktivnosti biljeZeno je vrijeme treninga, odnosno pocetak i kraj,
te oblik treninga. Sto se ti¢e prehrane, ispitanici su biljeZili vrijeme, koli¢inu i jela ili specifi¢ne
namirnice svakog obroka. Ukoliko ispitanici nisu bili u moguénosti vaganjem odrediti koli¢inu
pojedinog jela ili namirnice, je za odredivanje koli¢ine koriSten Capnutra atlas hrane za ovaj
dio Europe (NIKOLIC i sur., 2018). Po pitanju sna ispitanici su unosili vrijeme odlaska na

pocinak 1 okvirno vrijeme budenje.

Dobiveni podaci analizirani su od strane istrazivaca, a prehrambeni unos analizirali Su
nutricionisti ukljuceni u istrazivanje. Isti je koristenjem USDA baza podataka (U.S. Department
of Agriculture, Agricultural Research Service, Beltsville Human Nutrition Research Center)
kvantificiran u smislu unosa energije (kilokalorija) i makronutrijenata u dvije vremenske faze,
prije i tijekom istrazivanja. Po pitanju tjelesne aktivnosti i sna izracunato je prosjecan broj
treninga tjedno te prosjecno trajanje treninga dnevno, kao i prosjecan broj sati sna prije i tijekom

intervencije.

U svrhu dodatne standardizacije prehrambenog unosa prije i tijekom intervencije koristen je
indeks prehrane SportaSa (,,Athlete Diet Indeks”, ADI). Radi se o validiranom i pouzdanom
alatu za procjenu kvalitete prehrane u obliku virtualnog obrasca na engleskom jeziku (CAPLING
I sur., 2021). Razvijen je za evaluaciju prehrambenog unosa profesionalnih i rekreativnih
SportaSa, uzimajuci u obzir posebice unos nutrijenata vaznih za ostvarivanje sportskih rezultata
1 druge specifi¢nosti aktivnog bavljenja sportom, te kao rezultat generira ocjenu cjelokupne
prehrane SportaSa, ali i pojedina¢nih komponenti iste (unos vaznih nutrijenata primjerice)
(CAPLING i sur., 2019).

3.2.5. 16S rRNA NGS analiza crijevne mikrobiote

Ispitanici su, prema uputama, dan prije (nulti dan intervencije) i dan nakon intervencije (11.

dan po pocetku intervencije) uzimali uzorke stolice pomo¢u pamucnog Stapica s toaletnog

62



papira u svom domu. Stapiéi su konzervirani u do 1000 pL stabilizirajuéeg DNA pufera na
sobnoj temperaturi. Po dospijecu u laboratorij, uzorci stolice pohranjeni su na -20°C do
sekvenciranja. Za proces lize stanica, uzorci su odmrznuti i centrifugirani na 4000 g tijekom 15
minuta. Potom je svakom uzorku dodano 650 pL prethodno zagrijanog pufera za lizu stanica,
koji je zatim mijeSan vrtloznim mijeSalicom (vortex) 20 minuta. Nakon toga, nukleinske
kiseline ekstrahirane su pomocu sustava za rukovanje teku¢inama (Hamilton StarLine 1 Tecan
EVO) koristenjem vakuumske i visokotlatne komore. Ekstrahirana DNK pohranjen je na-20°C
do uporabe. Ostatak procesa slijedio je tipi¢an postupnik za analizu crijevne, odnosno fekalne
mikrobiote (poglavlja 2.3.2.1. i 2.3.2.2.). Priprema DNK knjiznice (,library preparation®)
slijedila je protokol "16S Metagenomic Sequencing Library Preparation - Preparing 16S
Ribosomal RNA Gene Amplicons for the Illumina MiSeq System™. Za normalizaciju svih
uzoraka koriStena je fluorescentna boja i Biotek Synergy HTX ¢ita¢ ploCa za mjerenje
koncentracije DNK te izracun potrebnog volumena razrjedenja po uzorku. Svi opisani koraci
gotovo su potpuno automatizirani koriStenjem sustava za rukovanje tekué¢inama (Hamilton
StarLine), Sto omogucuje paralelnu obradu uzoraka. Denaturiranje knjiznice i ucitavanje
uzoraka na MiSeq platformu provedeno je ru¢no prema Illumina protokolu za MiSeq Reagent
Kit v3 (600-ciklus). Demultipleksiranje je izvrSeno izravno na platformi koriStenjem MiSeq
Reporter Analysis softvera odmah nakon sekvenciranja, a dobivene FastQ datoteke generirane

su za daljnju analizu podataka.

Za obradu i analizu sekvenci, upareni krajevi Citanja (Paired-End-Reads) s MiSeq platforme
(2x300 ciklusa) spojeni su kako bi se rekonstruirale preklapajuée sekvence duljine od 430-460
baza. Kimerne i1 grani¢ne sekvence filtrirane su pomocu alata usearch uchime2 ref. SILVA
138.1 koristena je kao baza podataka za usearch uchime2 ref. Za taksonomsko uskladivanje,
varijante sekvenci amplikona (ASV) odredene su pomocu BLASTn (Nucleotide-Nucleotide
BLAST 2.10.1+) prema SILVA 138.1 . Minimalni pragovi za taksonomsku raspodjelu bili su:
koljeno: 75,0 %, razred: 78,5 %, red: 82,4 %, obitelj: 86,5 %, rod: 94,5 % i vrsta: 97,0 %.
RefSeqs/Counts tablice izradene su za sve uzorke koriste¢i Python paket Pandas 1.3.4.
Taksonomski sastav mikrobnih zajednica utvrden je iz ASV brojeva na razini koljena, roda 1
vrste. Daljnje bioinformaticke analize provedene su koriStenjem Picrust2 (DOUGLAS i sur.,

2020).

Sekvence postavljene su u referentno stablo kako bi se odredio/procijenio broj kopija i indeks
NSTI (najblizi sekvencirani takson). Sve sekvence studije s NSTI indeksom viSim od 2 su

iskljucene.
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Ista metoda koriStena je za analizu kiseloga kupusa i njegovih sastojaka (kupus, slana otopina)

kako bi se utvrdio sastav mikrobioma prisutnog u proizvodu dostavljenom ispitanicima.

3.2.6. Laboratorijska analiza
Dan prije i nakon zavrSetka intervencije provedena je laboratorijska analiza kako bi se

potencijalno procijenile promjene u fiziologiji ispitanika povezane s suplementacijom kiselim

kupusom. Provedene laboratorijske mjere ukljucivale su:

1. parametre krvne slike: eritrociti, leukociti, neutrofili, limfociti

2. parametre metabolizma: razine lipoproteina niske gusto¢e (LDL) u serumu, razine mokrac¢ne
kiseline

3. hormonalne parametre: Stitnjate (TSH, FT3), testosteron, glukoza u krvi (inzulin,
homeostatski model inzulinske rezistencije (HOMA-IR)), kortizol

4. vitamini: vitamin D, B12, folna kiselina

Laboratorijska analiza izvedena je u tercijarnoj zdravstvenoj ustanovi koristenjem EDTA ili

citratne krvi, ovisno o pojedinoj mjeri, na standardnom laboratorijskom sustavu.

3.2.7. Statisti¢ka analiza

U svrhu obrade podataka svi online obrasci su kodirani, a podaci su uvezeni u SPSS (IBM Corp.
Released 2020. IBM SPSS Statistics for Macintosh, Verzija 27.0. Armonk, NY: IBM Corp).

Provedene su deskriptivne i inferencijalne statisticke analize.

Podaci o prehrambenom unosu i Zivotnim navikama bili su kvantitativne varijable. Nakon Sto
su testirani za vrstu distribucije pomo¢u Kolmogorov-Smirnov testa, rezultati deskriptivnih
analiza prikazani su kao medijan i interkvartilni raspon. Razlike u distribucijama kvantitativnih

varijabli analizirane su Mann-Whitney U testom.

Takoder je provedena statistiCka analiza rezultata analiza crijevne mikrobiote. Za izra¢un a-
raznolikosti, brojevi ASV-a su prorijedeni na 10.000 ocitanja po uzorku. Shannonov indeks
odabran je kao metrika a-raznolikosti i izra¢unat je koriStenjem funkcije raznolikosti koju pruza
Qiime2 (BOLYEN i sur., 2019). Osim toga, specifi¢no su usporedeni relativni udjele grupe
Lactobacillus i koljena Proteobacteria prije i poslije intervencije s kiselim kupusom. Za
testiranje hipoteza provedena je analiza ponovljenih mjerenja koristenjem R funkcije rmcorr

(BAKDASH i MARUSICH, 2017). Izracunate p-vrijednosti prilagodene su viSestrukim testiranjem
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hipoteza  koriStenjem Benjamini i Hochberg korekcije, a statisticka znacajnost je

pretpostavljena pri p-vrijednostima < 0,05 (ne-FDR) (BENJAMINI i HOCHBERG, 1995).

Kako bi se uzela u obzir uloga relativnih udjela ASV-a u sastavu CM, provedena je centrirana
logaritamska (clr) transformacija u pripremi za daljnju obradu podataka. Kako je logaritam nule
nedefiniran, svim podacima dodane su pseudokoli¢ine koje iznosi najmanju nenultu vrijednost
podijeljenu s 10. Kako bi se vizualizirale razlike u sastavu CM izmedu dvije vremenske tocke,
provedena je analiza glavnih komponenti (PCA) koristenjem PCA funkcije R paketa
FactoMineR (LE i sur., 2008).

Za detekciju znacajnih razlika u udjelima taksonomskih skupina i metaboli¢kih puteva nakon
intervencije kiselim kupusom, provedena je analiza ponovljenih mjerenja koristenjem R paketa
rmcorr (BAKDASH i MARUSICH, 2017). Analiza je provedena na razini taksonomskih skupina i
metabolickih puteva koristeéi filtriranu tablicu sa stavkama s minimalnim pragom od 0,1%
prosjecnog relativnog udjela medu svim uzorcima. Uzimajuci u obzir sastav, primijenjena je
centrirana logaritamska (clr) transformacija koriste¢i pseudokoli¢inu najmanje nenulte
vrijednosti podijeljene s 10. IzraCunate p-vrijednosti prilagodeni su za visestrukim testiranje
hipoteza koristenjem Benjamini i Hochberg korekcije, a znacajnost je pretpostavljena pri p-
vrijednostima < 0,05 (ne-FDR). Za vizualizaciju je koristen R paket ggplot2 (VILLANUEVA i
CHEN, 2019).

Za statisticku obradu podatka proizaslih iz analiza pet uzoraka kiseloga kupusa koriStena je
PERMANOVA analiza (permutacijska multivarijantna analiza varijance) i Kolmogorov-
Smirnov test u Pythonu koriStenjem Pandas i1 SciKit biblioteka. Svrha statisticke obrade
podataka je bilo ispitati jesu li uzorci koji sadrze iskljucivo slanu otopinu sli¢ni jedni drugima
1 razlikuju li se znacajno od uzoraka koji sadrze i kiseli kupus u pogledu distribucije relativnih

udjela bakterija.

Kako bi se izracunao 95% interval pouzdanosti za vjerojatnost da tip stolice bude Bristol 3 ili
4 tijekom razdoblja od deset dana, provedeno je binomno testiranje u programskom jeziku R.
U istom programskom jeziku, vjerojatnost da tip stolice Bristol bude 3 ili 4 za svaki dan
izraCunata je koriStenjem hi-kvadrat testa. Statisti¢ki znacajni rezultati smatrani S oni S p-

vrijednostima manje od 0,5. Vjerojatnost ishoda dobiven je izraCunavanjem omjera broja
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ispitanika koji su imali tip stolice Bristol 3 ili 4 u odnosu na ukupan broj ispitanika za svaki
dan.

3.3. KOMS 2 Potvrdna studija (,,follow-up study*)

3.3.1. Dizajn istrazivanja

S obzirom na mali populacijski uzorak, studijom dokazivanja koncepta (KOMSL1) dobiven je
relativno velik broj statisticki znacajnih rezultata, cak i kad se korigira za laznu pozitivnost.
Zbog tog je odluceno replicirati studiju te je ucinjena potvrdna studija (,,follow-up study*), kako
bi se pokusalo reproducirati pozitivne ishode intervencije na novom uzorku ispitanika sli¢nih
karakteristika iste veli¢ine. Dodatan cilj potvrdne studije bio je ispitati dugoro¢nost ucinka
intervencije dodatnom vremenskom to¢kom uzorkovanja stolice i odredivanjem laboratorijskih

parametara trideset dana nakon zavrSetka intervencije (T40).

Ideja istrazivanja je bila kao 1 u prvoj studiji pratiti u¢inak intervencije unutar kohorte aktivnih
SportaSa tijekom kratkotrajne primjene kiseloga kupusa i ucinak istog na njihov CM i
laboratorijske parametre. Intervencija se tako nije razlikovala od one u prvoj studiji. Trajanje
intervencije je bilo identi¢no prvoj studiji od 10 dana. No, bitno je napomenuti S obzirom da se
radi o fermentiranoj namirnici ¢iji mikrobiom, a posljedi¢no i metabolom moze varirati, kako
se za razliku od prvog istrazivanja radi o kiselom kupusu proizvedenom godinu kasnije, 2023.
godine. Mjere ishoda su kao i u prvoj studiji bile promjene u CM i laboratorijskim parametrima.
Analiza CM je provedena po istom protokolu u istom laboratoriju, kako bi se minimizirala
eventualna odstupanja u rezultatima uvjetovana tehnickim aspektima procesa amplikon
sekvenciranja, kao i po pitanju laboratorijskih parametara. Praceni su isti ¢imbenici zabune:
prehrana, trening i san identi¢nim dnevnikom istrazivanja. Pored ADI koriSteni su dodatni
upitnici koji evaluiraju pridrzavanje mediteranskoj prehrani, kako bi se dodatno objektivizirao
prehrambeni unos tijekom intervencije. Isto kao i u prvoj studiji praéeni su promjene u stolici
koriste¢i BTS i moguce nuspojave primjene Kiseloga kupusa. Razlike i sli¢nosti izmedu studije

dokazivanja koncepta i potvrdne studije sumirane su u tablici nize.
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Tablica 10 Razlike i slicnosti izmedu studije dokazivanja koncepta i potvrdne studije

provedenih u ovom istrazivanju

Razlike Sli¢nosti
e 10 dana po 250g

kupusa
Intervencija kiseli kupus iz 2023. godine . . y
® isti proizvodac
kupusa
e isti broj ispitanika
e ista dob i spol
Ispitanici ukljucivanje 1 rekreativnih Sportasa ispitanika

e kriteriji isklju¢ivanja

e analiza CM u istom
laboratoriju

nova vremenska tocka T40 nakon ® odredivanje istih

Ishodi N
perioda ispiranja laboratorijskih

parametara u istom

laboratoriju

® sti dnevnik

dva upitnika o pridrzavanju istraZivanja

e ADI

Cimbenici zabune ) ) )
mediteranskoj prehrani

Regrutacija je vrSena iz okoline istrazivaca, kao 1 suradnji sa sportskim klubovima te
nutricionistima koji se profesionalno bave prehranom SportaSa. Za razliku od prve studije,
ukljucivani su i rekreativni SportaSi kako bi se olakSao i ubrzao proces regrutacije. Broj

ispitanika bio je isti kao i u prvoj studiji.

Sli¢no kao i u prvom istrazivanju proveden je inicijalni razgovor u ustanovi koja je provodila
istraZzivanje (Centar za crijevni mikrobiom, CCM) gdje su potencijalni ispitanici dobili detaljno
usmeno izlaganje o samom istrazivanju, kao i pisane upute od strane tima istrazivaca. Pismeni
obrazac informiranog pristanka potpisan je od strane ispitanika i istrazivaca nakon $to su svi

postupci, rizici i koristi istrazivanja temeljito pojasnjeni. Ispitanicima su predani pribori za
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uzimanje uzorka stolice kao i1 sam istrazivacki materijal, kiseli kupus. Sastav tijela procijenjen
je na inicijalnom sastanku prije intervencije bioimpedancijom od strane istrazivaca (Tanita

MC-780, Tanita, Tokyo, Japan).

Ispitanici su na inicijalnom razgovoru upozoreni na vaznost Sto manjeg odstupanja od
uobicajenih zivotnih navika tijekom intervencije, posebice po pitanju prehranu, kako bi se Sto
preciznije mogao pratiti u¢inak intervencije na CM. Zbog tog su ispitanici instruirani pratiti
unos hrane, suplementacije, trajanje sna te fizicku aktivnost prije pocetka intervenciju tijekom
tri do Cetiri dana i tijekom intervencije. Vrijeme pracenje prije pocetka intervencije je skra¢ena
kako bi se olaksalo sudjelovanje ispitanika ponukano iskustvom prve studije. U svrhu dodatne
objektivizacije prehrambenog unosa koristena su tri upitnika: indeks prehrane Sportasa (ADI),
upitnik o pridrZzavanju mediteranskoj prehrani (,,questionnaire on mediterranean diet
adherence®, MEDAS) i kratki upitnik o pridrzavanju mediteranskoj prehrani i odrzivosti
prehrane (,,short questionnaire on mediterranean diet adherence and diet sustainability*, SQM).

Kako bi se utvrdile dugotrajne posljedice intervencije, uzorkovanje stolice ispitanici su
provodili samostalno uz pomo¢ podijeljenog pribora u tri vremenske tocke: dan prije pocetka i
dan nakon zavrsetka intervencije, te mjesec dana nakon zavrSetka intervencije, nakon razdoblja

ispiranja (,,wash-out*).

Intervencija se sastojala od dnevne suplementacije 250 grama kiseloga kupusa. Posto se radi o
potvrdnoj studiji, dnevna koli¢ina kiseloga kupusa nije mijenjana naspram prve studije .
Ponovno je odluceno kako se zbog logistickih razloga dnevna koli¢ina nece prilagodavati
tjelesnoj masi ispitanika. No, ponovno je ispitanicima bilo dopusteno imati varijacije u dnevnoj
koli¢ini, kao i vremenu unosa tijekom dana tijekom trajanja istrazivanja. Ponovljen je uvjet
kako kupus mora biti unesen svakodnevno te svaka dva dana mora biti konzumirano sveukupno
500 g (2 dnevne doze). Ispitanici su konzumiranu koli¢ina i vrijeme unosa unosili u dnevnik
istraZzivanja. Konzumacija kupusa mogla se vrsiti ili samostalno ili u kombinaciji s drugim
namirnicama nekog obroka (salata, prilog). Nuspojave konzumacije, specificno probavne
prirode kao §to su zatvor, proljev, nadutost, vjetrovi ili bolovi, ispitanici su bili upuceni biljeziti

u dnevnik istraZivanja tijekom cijelog trajanja studije.

Svi postupci povezani s ovom studijom provedeni su u skladu s Helsinskom deklaracijom i
odobreni od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu za zastitu
ljudskih ispitanika (referentni broj 380-59-10106-23-111/36) dana 27.03.2023. godine. Studija
je registrirana na Clinical Trials.gov pod brojem NCT06087146.
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3.3.2. Ispitanici

Cilj istraZzivanja bio je, kao i u studiji dokazivanja koncepta, regrutirati aktivne Sportase, kako
bi se ista Sto vjernije replicirala. No, s obzirom na poteskoc¢e u regrutaciji ispitanika u prvom
istrazivanju kriterij ukljucivanja statusa profesionalnog Sportasa ili profesionalno bavljenje
sportom ublaZen je na generalno redovito bavljenje sportom, makar i ono rekreativno. Ponovno
su ukljuceni Sportasi razli¢itih disciplina kako bi se umanjio utjecaj pojedinog sporta na CM.
Dok je ponovno kriterij uklju¢ivanja bio muski spol, ovaj put je izri¢ito Zenski spol naveden
kao kriterij iskljucivanja. Kako bi se §to bolje repliciralo prvo istrazivanje, medijan dobi prvog

istrazivanja koristen je kao kriterij uklju¢ivanja.

Zaklju¢no su ovako glasili kriteriji ukljuc¢ivanja: (1) dob oko 30 godina, (2) muski spol, (3)
redovno bavljenje sportom na tjednoj razini, (4) dobro opce fizicko zdravlje (procijenjeno
godisnjim zdravstvenim pregledom medicine rada (sistematski pregled), medicinske komisije

Olimpijskog odbora, sportske medicine ili primarne zdravstvene skrbi).

Kriteriji za iskljucenje bili su identi¢ni kao i u prvom istrazivanju i glasili su: (1) primjena
antibiotika najmanje Sest mjeseci prije ili tijekom intervencije, (2) suplementacija probioticima
najmanje Sest mjeseci prije ili tijekom intervencije, (3) uzimanje kronicne medikamentozne

terapije, (4) poznata alergija na kiseli ili sirovi kupus.

Kako profesionalni SportaSi viSe nisu bili u fokusu istrazivanja, se prilikom planiranja vremena

trajanja istrazivanja nije vodilo rasporedom priprema ili natjecanja.

Velicina uzorka ispitanika bazirana je na broju iz studije dokazivanja koncepta je iznosila 10

ispitanika.

3.3.3. Protokol suplementacije

Za potrebe potvrdne studije koriSten je kiseli kupus istog proizvodaca kao i u studiji
dokazivanja koncepta, Eko Imanje Zrno d.o.0., Vrbovec, Hrvatska. Radi se pasteriziranom
kiselom kupusa uzgojenom lokalno u uvjetima biodinamic¢ke poljoprivrede. Kiseli kupus je
proizveden na isti nain, po identi¢noj recepturi, od strane istog osoblja, na istom mjestu,
fermentacijom u otopini s 2% udjelom soli bez upotrebe konzervansa. S tehnoloSke strane je
jedina razlika bila ta Sto je kupus uzgojen i proizveden godinu kasnije, 2023. godine.

Svakom ispitaniku podijeljeno je pet staklenki kiseloga kupusa veli¢ine 500 grama. Nutritivna
1 mikrobioloska svojstva nisu ponovno testirana, ve¢ su koriSteni rezultati analize istog kupusa

proizvedenog godinu prije, 2022. godine.
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3.3.4. Standardizacija tjelesne aktivnosti, sna i prehrane

Kako bi se eliminirali najvazniji cimbenici zabune, ispitanici su biljezili svoje Zivotne navike,
eksplicitno tjelesnu aktivnost, prehranu i san u dnevnik istrazivanja u obliku virtualnog obrasca
u programu Excel (Microsoft, Palo Alto, SAD), dizajniranog za potrebe studije dokazivanja
koncepta. Ispitanici su dnevnik istrazivanja vodili isto kao u prvom istraZzivanju u dva
vremenska razdoblja: sedam dana prije pocetka intervencije i tijekom deset dana intervencije.
Po pitanju tjelesne aktivnosti biljezeno je vrijeme treninga, odnosno pocetak i kraj, te oblik
treninga. Sto se ti¢e prehrane, ispitanici su biljezili vrijeme, koli¢inu i jela ili specifiéne
namirnice svakog obroka. Ukoliko ispitanici nisu bili u moguénosti vaganjem odrediti koli¢inu
pojedinog jela ili namirnice, je za odredivanje koli¢ine koriSten Capnutra atlas hrane za ovaj
dio Europe (NIKOLIC i sur., 2018). Po pitanju sna ispitanici su unosili vrijeme odlaska na

pocinak 1 okvirno vrijeme budenje.

Dobiveni podaci analizirani su od strane istrazivaa, a prehrambeni unos analizirao je
nutricionisti ukljucen u istrazivanje. Prehrambeni unos je koristenjem USDA baza podataka
(U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service, Beltsville Human Nutrition
Research Center) kvantificiran u smislu unosa energije (kilokalorija) i makronutrijenata u dvije
vremenske faze, prije i tijekom istrazivanja. Po pitanju tjelesne aktivnosti i sna izracunato je
prosjecan broj treninga tjedno te prosjecno trajanje treninga dnevno, kao i prosjecan broj sati

sna prije i tijekom intervencije.

U svrhu dodatne standardizacije prehrambenog unosa prije i tijekom intervencije koriSten je
indeks prehrane Sportasa (,,Athlete Diet Indeks”, ADI) te dva upitnika o pridrzavanju
mediteranskoj prehrani: upitnik o pridrzavanju mediteranskoj prehrani (,,questionnaire on
mediterranean diet adherence*, MEDAS) i kratki upitnik o pridrzavanju mediteranskoj prehrani
I odrzivosti prehrane (,,short questionnaire on mediterranean diet adherence and diet
sustainability, SQM).

Indeks prehrane Sportasa je validiran i pouzdan alat za procjenu kvalitete prehrane u obliku
virtualnog obrasca na engleskom jeziku (CAPLING i sur., 2021). Razvijen je za evaluaciju
prehrambenog unosa profesionalnih i rekreativnih Sportasa, uzimaju¢i u obzir posebice unos
nutrijenata vaznih za ostvarivanje sportskih rezultata i druge specificnosti aktivnog bavljenja
sportom, te kao rezultat generira ocjenu cjelokupne prehrane SportaSa, ali i pojedina¢nih

komponenti iste (unos vaznih nutrijenata primjerice) (CAPLING i sur., 2019).
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U svrhu dodatne objektivizacije prehrambenog unosa, dodani su upitnici koji ispituju
pridrzavanje mediteranskoj prehrani. Mediteranska prehrana je uz prehranu baziranu na biljnim
namirnicama najoptimalnija po sastav 1 funkcionalnost CM, odnosno povecava njezinu
raznolikost i povecava sposobnost proizvodnja SCFA (SOLDAN i sur., 2024), a uz to je
istrazivanje provedeno u podneblju u kojem se ista Cesto prakticira. KoriStena su dva upitnika
za evaluaciju pridrzavanja mediteranskoj prehrani. Prvi je upitnik za procjenu pridrzavanja
mediteranskoj prehrani (“Mediterranean Diet Adherence Screener”, MEDAS). MEDAS je
razvijen u sklopu PREDIMED studije, pionirske studije velikih razmjera koja je istraZivala
ucinak mediteranske prehrane u prevenciji kroni¢nih bolesti, ali i kao nutritivnu intervenciju
(SCHRODER i sur., 2011). Upitnik se sastoji od 14 pitanja o konzumaciji glavnih skupina
namirnica u sklopu mediteranske prehrane, kao $to su maslinovo ulje, crno vino i grahorice
(GARCIA-CONESA i sur., 2020). MEDAS validiran je na vise razlicitih populacija dijelom svijeta
ukljucuju¢i 1 Hrvatsku, i pokazao se kao pouzdan alat za brzu procjenu pridrzavanja
mediteranskoj prehrani (BOTTCHER i sur., 2017; HEBESTREIT i sur., 2017; PAPADAKI i sur.,
2018). Uz to se pokazalo kako su viSe vrijednosti MEDAS-a pozitivno povezane S
vrijednostima lipoproteina kolesterola visoke gustoce (,,high-density lipoprotein cholesterol®,
HDL), a negativno s indeksom tjelesne mase (BMI), opsegom struka, vrijednostima triglicerida,
glukoze u krvi nataSte, i omjerom ukupnog kolesterola i HDL-a, zbog ¢ega je iznimno pogodan
za klini¢ku primjenu (SCHRODER i sur., 2011). Posto MEDAS nije u potpunosti prilagoden
hrvatskoj gastronomskoj tradiciji i uz to dodjeljuje bodove i za konzumaciju alkohola, koja ima
Stetne ucinke po CM (LEE i LEeg, 2021), koriSten je joS jedan upitnik o pridrzavanju
mediteranskoj prehrani i to kratki upitnik o pridrzavanju mediteranskoj prehrani i odrzivosti
prehrane (,,short questionnaire on mediterranean diet adherence and diet sustainability”, SQM).
Ovaj upitnik sastoji se od osam pitanja koja se ticu unosa najvaznijih skupina namirnica unutar
mediteranske prehrane (Zitarice, voce, povrée, maslinovo ulje) te se pokazao pouzdanim u

evaluaciji pridrzavanju mediteranskoj prehrani (RUGGERI i sur., 2022).

3.3.5. 16S rRNA NGS analiza crijevne mikrobiote

Ispitanici su, prema uputama, dan prije (nulti dan intervencije), dan nakon intervencije (11. dan
po pocetku intervencije) i mjesec dana nakon intervencije (30. dan po zavrSetku intervencije)

uzimali uzorke stolice pomoc¢u pamucénog $tapica s toaletnog papira u svom domu.

Postupci povezani sa skladiStenjem uzorka i procesom samog amplikon sekvenciranja bili su

identi¢ni onima u studiji dokazivanja koncepta, raspisanim pod 3.2.5..
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3.3.6. Laboratorijska analiza
Uzorci za odredivanje laboratorijskih parametara, kao i crijevni mikrobiom, uzimani su ovoj

studiji u tri vremenske tocke: dan prije, dan nakon i mjesec dana nakon zavrSetka intervencije.
Izbor laboratorijskih parametara vrSen je na temelju rezultata studije dokazivanja koncepta. 1z
mnostva parametara uc¢injenih u studiji dokazivanja koncepta, odabrani su svi laboratorijski
parametri koji su bili statisticki znacajni.

Tako su u ovoj studiji laboratorijske mjere ukljucivale:

1. parametre krvne slike: leukociti, neutrofili, i limfociti

2. vitamini: vitamin B12 i folna kiselina

Laboratorijska analiza izvedena je u istoj tercijarnoj zdravstvenoj ustanovi kao i u prvoj studiji,
koristenjem EDTA ili citratne krvi, ovisno o pojedinoj mjeri, na standardnom laboratorijskom

sustavu.

3.3.7. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka vrSena je kao po istom principu kao i u studiji dokazivanja
koncepta. Online obrasci su kodirani, a podaci su uvezeni u SPSS (IBM Corp. Released 2020.
IBM SPSS Statistics for Macintosh, Verzija 27.0. Armonk, NY: IBM Corp), te su protom
provedene deskriptivne i inferencijalne statisticke analize.

Zbog razlika u dizajnu istrazivanja (vidi Tablica 10) doslo je manjih izmjena u statistickoj
analizi podataka, konkretno po pitanju analiza rezultata mjera ishoda. Naime, ¢imbenici zabune
kao Sto su prehrambeni unos i druge Zivotne navike analizirane su ponovno u dva vremenska
razdoblja, prije i tijekom intervencije. Razlike u prosjecima vrijednosti ¢imbenika zabune
predstavljale su kvantitativne varijable, te su nakon testiranja vrste distribucije, te su analizirane
uparenim t testom.

No, mjere ishoda, CM i laboratorijski parametri, pracene su u tri vremenske tocke.

Rezultati laboratorijske obrade testirani su za vrstu distribucije pomoc¢u Shapiro-Wilk testom.
Razlike u distribuciji u tri vremenske to¢ke su ovisno o normalnosti distribucije testirani ili
ANOVA testom ponovljenih mjera ili Friedman testom.

StatistiCka analiza rezultata analiza CM provedena je kao na identi¢an kao i u prvoj studiji,
samo ovaj put s tri vremenske tocke. Za izra¢un a-raznolikosti, brojevi ASV-a su prorijedeni

na 10.000 ocitanja po uzorku. Shannonov indeks odabran je kao metrika a-raznolikosti i
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izraCunat je koriStenjem funkcije raznolikosti koju pruza Qiime2 (BOLYEN i sur., 2019). Za
testiranje hipoteza provedena je analiza ponovljenih mjerenja koristenjem R funkcije rmcorr
(BAKDASH i MARUSICH, 2017). Izracunate p-vrijednosti prilagodene su viSestrukim testiranjem
hipoteza  koriStenjem Benjamini i Hochberg korekcije, a statisticka znaCajnost je
pretpostavljena pri p-vrijednostima < 0,05 (ne-FDR) (BENJAMINI i HOCHBERG, 1995).

Kako bi se uzela u obzir uloga relativnih udjela ASV-a u sastavu CM, provedena je centrirana
logaritamska (clr) transformacija u pripremi za daljnju obradu podataka. Kako je logaritam nule
nedefiniran, svim podacima dodane su pseudokoli¢ine koje iznosi najmanju nenultu vrijednost
podijeljenu s 10. Kako bi se vizualizirale razlike u sastavu CM izmedu dvije vremenske tocke,
provedena je analiza glavnih komponenti (PCA) koristenjem PCA funkcije R paketa
FactoMineR (LE i sur., 2008).

Za detekciju znacajnih razlika u udjelima taksonomskih skupina i metabolickih puteva izmedu
tri vremenske tocke, provedena je analiza ponovljenih mjerenja koriStenjem R paketa rmcorr
(BAKDASH i MARUSICH, 2017). Analiza je provedena na razini taksonomskih skupina i
metabolickih puteva koriste¢i filtriranu tablicu sa stavkama s minimalnim pragom od 0,1%
prosjecnog relativnog udjela medu svim uzorcima. Uzimajuci u obzir sastav, primijenjena je
centrirana logaritamska (clr) transformacija koriste¢i pseudokoli¢inu najmanje nenulte
vrijednosti podijeljene s 10. IzraCunate p-vrijednosti prilagodeni su za visestrukim testiranje
hipoteza koriStenjem Benjamini i Hochberg korekcije, a znacajnost je pretpostavljena pri p-
vrijednostima < 0,05 (ne-FDR). Za vizualizaciju je koristen R paket ggplot2 (VILLANUEVA i
CHEN, 2019).

Podaci o stolici obradeni su isto kao i u prvoj studiji. Za vjerojatnost tipa stolice Bristol 3 ili 4
ucinjeno je binomno testiranje u programskom jeziku R koriStenjem hi-kvadrat testa.
Vjerojatnost ishoda dobiven je izraCunavanjem omjera broja ispitanika koji su imali tip stolice
Bristol 3 ili 4 u odnosu na ukupan broj ispitanika za svaki dan. Statisticki znacajni rezultati

smatrani s oni s p-vrijednostima manje od 0,5.
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3.4. KOMS3 Longitudinalna studija

3.4.1. Dizajn istrazivanja

Kako bi se pokuSala detektirati dinamika promjena unutar CM tijekom trajanje intervencija,
odlucno je provesti longitudinalnu studiju. Ispitanik bi proSao identi¢an protokol onome kao
ispitanici u studiji dokazivanja koncepta i potvrdnoj studiji. Intervencija bi bila provedena na
isti na¢in kao 1 prve dvije studije. Ispitanik bi , uz svoju redovnu prehranu konzumirao tijekom
10 dana dodatno i 250 g kiseloga kupusa istog porijekla i proizvodaca, kao i prve dvije studije.
Kiseli kupus je proizveden 2023. godine, kao i u potvrdnoj studiji. No, posto je cilj studije
istraziti kako se CM mijenja iz dana u dan kao odgovor na primijenjenu intervenciju, planirano
je svakodnevno uzimanje uzoraka stolice za amplikon sekvenciranje tijekom trajanja
intervencije. Tako ¢e se dobiti informacije o sastavu i funkcionalnosti CM u 10 uzastopnih
vremenskih tocki (T1, 2, ...10), ¢ime se viSe saznati o dinamici promjena unutar CM uslijed
konzumacije kiseloga kupusa, koje su videne u prijasnjim studijama. Dodatan cilj ove studije
je pratiti ponaSanje relativnih udjela taksonomskih skupina koje su se izdvojile u ranijim
studijama, dokazivanja koncepta i potvrdnoj studiji, kao posljedice konzumacije kiseloga
kupusa. Cilj je promjene u radu probave u vidu tipa stolice (BTS) i nuspojava korelirati s

taksonomskim promjenama na dnevnoj razini.

S obzirom na razlike u konceptu istrazivanja, mjere ishoda 1 ¢imbenici zabune razlikovali bi se
od prijasnjih istrazivanja. Glavna mjera ishoda su promjene u amplikon sekvenciranoj CM
ispitanika kroz vrijeme trajanje intervencije. S obzirom na visestruko veci broj analiza CM po
ispitaniku odluceno je ovo istraZivanje provesti na samo jednom ispitaniku. Ovu odluku je
potvrdilo negativno iskustvo s neadekvatnim uzorcima stolice u obje prethodne studije. Posto
je cilj istrazivanja pratiti promjene u CM iz dana u dan, nemogu¢nost amplikon sekvenciranja
uzorke stolice zbog neadekvatnog uzorka ozbiljno bi kompromitiralo istrazivanje. Analiza CM
je provedena na isti nacin i u istom laboratoriju kao prethodne dvije studije, kako bi se uklonili
eventualni tehnoloski uvjetovani razlike u rezultatima medu studijama. Postupak je raspisan
pod 2.5. Posto je planirano ukljuciti samo jednog ispitanika u istrazivanje 1 zbog financijskih i
logisti¢kih razloga odustalo se od pracenja promjena laboratorijskih parametara kao mjera
ishoda intervencije. No, promjene u radu probave putem Bristol skale stolice i potencijalne
nuspojave su i dalje pracene tijekom istraZzivanja kroz dnevnik istrazivanja, koji ispitanik
samostalno ispunjava. Cimbenici zabune praéeni su samo tijekom intervencije. Odabrani su isti
¢imbenici zabune kao u prve dvije studije: prehrana, trening i san kroz dnevnik istraZivanja

identiCan onom iz prve dvije studije. PoSto usporedba ¢imbenika zabune prije i tijekom
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intervencija nije potreban s obzirom na longitudinalnost istrazivanja, nisu koriSteni upitnici za

dodatnu evaluaciju prehrambenog unosa.

U svrhu pojednostavljivanja regrutacije ispitanika i s ciljem moguénost kontrole promjena u
CM, odluceno je ispitanika regrutirati medu dosadasnjim sudionicima studija. Tad su ispitanici
ukljuceni po kriterijima raspisanim pod 4.3.2. Zbog brojnih obaveza i uzurbanog stila zivota,
odluc¢eno je ipak ukljuéiti rekreativnog aktivnog SportaSa medu dosadas$njim ispitanicima, S
idejom kako bi se on bolje i lakS8e mogao pridrZavati intervenciji i zahtjevima istraZivanja.
Intervencija je planirana minimalno tri mjeseca nakon prve intervencije, kako se u CM ne bi

detektirali eventualni zaostali signale prethodno provedene intervencije.

Nakon odabira s ispitanikom je proveden informativni razgovor te ponovljene upute u vezi
intervencije i postupaka povezanih sa sudjelovanjem u istrazivanju. Sastav tijela nije ponovno
odredivan. NaglaSeno je kako se koli¢ina od 250g kiseloga kupusa obavezno mora konzumirati
svaki dan, bez dnevnih varijacija u koli¢ini, jer se u suprotnom sluc¢aju ne mogu mjeriti dnevne
promjene izazvane intervencijom. Istaknuto je takoder vaZnost minimalnih promjena u
zivotnim navikama tijekom trajanja intervencije. Otkloni od uobicajenog u prehrani, tjelovjezbi
1 snu mogli bi znacajno utjecati na rezultate u pogledu CM, ¢ime bi se izgubila vrijednost

longitudinalnog istrazivanja intervencije.

Svi postupci povezani s ovom studijom provedeni su u skladu s Helsinskom deklaracijom i
odobreni od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu za zastitu
ljudskih ispitanika (referentni broj 380-59-10106-23-111/36) dana 27.03.2023. godine. Studija
je registrirana na Clinical Trials.gov pod brojem NCT06087146.

3.4.2. Obrada podataka
Po zavrsetku studije podaci iz dnevnika istrazivanja uvezeni su u SPSS (IBM Corp. Released

2020. IBM SPSS Statistics for Macintosh, Verzija 27.0. Armonk, NY: IBM Corp). Posto je u
ovoj studiji ukljucen samo jedan ispitanik provedena je samo deskriptivna statisticka analiza.
Prehrambeni unos, san te tjelesna aktivnost izrazen je kvantitativno za svaki dan trajanja
intervencije. Prehrambeni unos je izracunat na temelju podataka iz dnevnika prehrane kojeg je
ispitanik ispunjavao.

Deskriptivna statistiCka analiza rezultata analiza CM provedena je kao na identi¢an kao i u prvoj
studiji, samo ovaj put s deset vremenskih toCaka. Za izracun a-raznolikosti, brojevi ASV-a su
prorijedeni na 10.000 ocitanja po uzorku. Shannonov indeks entropije i obrnuti Simpsonov

indeks odabrani su kao metrika a-raznolikosti i izracunati su koristenjem funkcije raznolikosti
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koju pruza Qiime2 (BOLYEN i sur., 2019). Kako bi se vizualizirale razlike u sastavu CM izmedu
vremenskih tocaka tijekom intervencije u vidu B-raznolikosti, provedena je analiza glavnih
komponenti (PCA) koriStenjem PCA funkcije te je izraCunata Bray-Curtis razliCitost izmedu
uzoraka putem R paketa FactoMineR (LE i sur., 2008).

Kako bi se uzela u obzir uloga relativnih udjela ASV-a u sastavu CM, provedena je centrirana
logaritamska (clr) transformacija u pripremi za daljnju obradu podataka. Kako je logaritam nule
nedefiniran, svim podacima dodane su pseudokoli¢ine koje iznosi najmanju nenultu vrijednost

podijeljenu s 10.
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4. REZULTATI

. Mikrobna zajednica kiseloga kupusa
. Studija dokazivanja koncepta

. Potvrdna studija

. Longitudinalna studija
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4.1. Mikrobna zajednica-kiseloga kupusa

Amplikon sekvenciranjem gena 16S rRNA pet uzoraka kiseloga kupusa detektirano je 1416
razli¢itih taksonomskih skupina (,,operational taxonomic units®, OTU) iz ukupno 515.608
oc¢itanih sekvenci, s prosjekom od 103.121,6+53.380,8 po uzorku. Deset najbrojnijih
bakterijskih rodova, poredanih prema relativnim udjelima, bili su: Bacteroides, Blautia,
Faecalibacterium, Prevotella, Ruminococcus, Roseburia, Agathobacter, Fusicatenibacter,
Lachnospiraceae (nespecificne), Subdoligranulum. Relativni udjeli ovih deset rodova ¢inile su
oko 50% sveukupne bakterijske zajednice Cetiri od pet uzoraka (svi uzorci slane otopine i
uzorak s 50% kiseloga kupusa). Sve navedene rodove ubrajamo u obligatne anaerobne bakterije
1 iznimno su metabolicki aktivni. KoriStenjem enzima aktivnih na ugljikohidratima
(,,carbohydrate active enzymes”, CAZymes), poput glikozidnih hidrolaza, i fermentativnih
enzima, kao Sto su butiratna i acetatna kinaza, ovi rodovi su poznati po proizvodnji SCFA poput
butirata (HiSeENI i sur., 2021). Rezultati PERMANOVA analize (F-statistika=2,735, p-
vrijednost=0,095) ukazali su na odredene razlike u sastavu mikrobne zajednice izmedu uzoraka
koji sadrze kiseli kupus i onih koji sadrze samo slanu otopinu, no te razlike nisu bile znacajne.
Kolmogorov-Smirnov test s dva uzorka pokazao je kako se sastav mikrobiote uzoraka slane
otopine nije razlikovao medusobno (statistika=0,042, p-vrijednost=0,171), ali se razlikovao u
usporedbi s uzorcima koji su sadrzavali i kupus (statistika=0,147, p-vrijednost<0,001). Ovaj
test je takoder potvrdio kako se sastav mikrobne zajednice izmedu dva uzorka s kupusom i
medusobno  razlikovao (statistika=0,188, p-vrijednost<0,001), §to znaCi da na sastav

mikrobiote kupusa utjece kako omjer kupusa, ali i omjer slane otopine unutar nekog uzorka.

4.2. KOMS 1 Studija dokazivanja koncepta (,,proof-of-concept study*)

Prilikom izrade studijskog protokola i obrade podataka koriStene su CONSORT smjernice za
pilot studije kao i SPIRIT smjernice za intervencijska istrazivanja (CHAN i sur., 2013; THABANE
i LANCASTER, 2019). Studija je provedena tijekom Sest mjeseci u partnerskoj suradnji nekoliko
organizacija: Centra za crijevni mikrobiom u Zagrebu, Fakultet za prehrambenu tehnologiju i

biotehnologiju, Sveucilista u Zagrebu i laboratorija Biomes NGS GmbH, Wildau, Njemacka.

4.2.1. Ispitanici

Podaci o ispitanicama prikazani su u Tablici 10, ukljucujuéi sociodemografske karakteristike
kao Sto su spol, dob, vrsta sporta i godine bavljenja sportom. Za klasifikaciju ispitanika prema
razini tjelesne aktivnosti i sportskim postignu¢ima, koriStene su smjernice ,,Participant

Classification Framework® (McKAY i sur., 2022). lako je inicijalno planirana provedba
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istrazivanja iskljucivo na muskim Sportasima, zbog velikih izazova u pronalasku ispitanika
medu muskim profesionalnim SportaSima, istrazivaci su bili primorani nakon viSemjese¢nog
prisilnog prekida ukljucivanja ispitanika prekrsiti jedan od kriterija ukljucivanja i ukljuciti i

Zensku ispitanicu.

Tablica 11 Karakteristike ispitanika

Godine u Kilasifikacija

Ispitanik  Spol Dob Sport sportu Sportasa
1 M 27 karate 20 Razina 5
2 M 37 stolni tenis 31 Razina 5
3 F 28 bodybuilding 20 Razina 2
4 M 38 triatlon 30 Razina 3
5 M 30 kajak/kanu 23 Razina 5
6 M 26 triatlon 13 Razina 2
7 M 27 kajak/kanu 19 Razina 5
8 M 23 nogomet 18 Razina 3
9 M 27 bodybuilding 12 Razina 4
10 M 27 kajak/kanu 21 Razina 5
Prosjek, SD 29+4381 20,7+6,18 3,9+1,22

M: muski, F: Zenski, SD: standardna devijacija

AntropoloSke mjere (visina i tjelesna masa) te varijable sastava tijela (nemasna tjelesna masa
e, skeletna miSi¢na masa, postotak tjelesne masti 1 masno tkivo) prikazane su u Tablici 12.

Podaci za ispitanicu 3 nisu mogli biti preuzeti s mjernog uredaja zbog tehnic¢kih problema.

79



Tablica 12: Mjere i sastav tijela ispitanika

Visina Tjelesna masa FFM SMM BF FM

Ispitanik

i em - (9 ) k) ) ()
1 193.0 884 76.2 44.8 13.8 12.2
2 185.0 80.9 69.7 40.3 13.9 11.2
3 168.3  60.0 - - - -
4 1775 73.0 64.5 37.9 11.7 8.5
5 190.0 99.0 80.8 48.2 18.4 18.2
6 190.0 87.2 79.3 48.6 9.1 7.9
7 188.0 99.1 77.0 44.5 22.3 22.1
8 180.0 794 66.1 39.0 16.8 13.3
9 185.0 108.5 89.3 58.3 17.7 19.2
10 184.0 875 71.2 415 18.6 16.3

FFM, nemasna tjelesna masa; SMM, skeletna misSi¢na masa; BF, postotak tjelesne masti; FM,

masno tkivo

4.2.2. Tjelesna aktivnost i san

Tjelesna aktivnost 1 san pratili su se prije i tijekom intervencije. Podaci o prosjecnoj ucestalosti

1 prosjeCnom trajanju treninga te prosjecnog koli€ini sna prikazani su u Tablici 13. Nisu

registrirane statisticki znacajne razlike prije i tijekom intervencije, no koli¢ina je sna u prosjeku

bila veca tijekom intervencije.

Tablica 13: Tjelesna aktivnost i san ispitanika

Prije intervencije

(prosjek, SD)

Tijekom intervencije

(prosjek, SD)

(p-vrijednost)

Razlika

Broj treninga tjedno 6,22+2.28

6,22+2,63

1,000
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Trajanje treninga (min. 54,22+36,94 61,61+38,13 0,104

dnevno)

San (sati) 7,74+0,77 8,06+0,82 0,073

SD: standardna devijacija

4.2.3. Prehrana

Svi aspekti prehrambenog unosa praceni su prije i tijekom intervencije. Podaci o prosjecnom
dnevnom prehrambenom unosu prikazani su u Tablici 13. Osim znacajnog povecanja dnevnog
unosa vlakana po 1000 kcal tijekom intervencije, nisu registrirane druge statisticki znacajne
razlike u prehrambenom unosu prije i tijekom intervencije. Ove promjene mogu se pripisati
unosu kiseloga kupusa, koji je sam po sebi bogat vlaknima, ali siromaSan kalorijama. Zbog
odredenih specifi¢nih prehrambenih navika ispitanika (npr. brza hrana i gotova hrana za koju
je teSko dobiti nutritivne informacije) i neslaganja u nutritivnim informacijama prisutnim u
tablicama sastava hrane i deklaracijama hrane, navedeni rezultati prehrambenog unosa mogu

biti sagledani iskljucivo kao procjene prehrambenog unosa i trebaju biti tumaceni s oprezom.

Tablica 14: Nutritivni unos hrane ispitanika

Prije intervencije Tijekom intervencije  Razlika

(prosjek, SD) (prosjek, SD) (p-vrijednost)
Energetski unos
(kcal) 2741,59 * 660,90 2747,72 £ 1017,84 0,983
Unos proteina (g) 158,29 £ 42,08 160,49 £ 55,55 0,868
Unos proteina
(9/kg) 1,84 £0,29 1,84 £ 0,47 0,995
uUnos
ugljikohidrata (g) 293,39 £ 100,09 267,14 £ 76,32 0,288
uUnos
ugljikohidrata
(9/kg) 3,48 £1,22 3,14+£0,95 0,208
Unos masti (g) 94,63 £ 19,10 97,25 + 38,06 0,813
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Unos masti (%

energetskog

unosa) 31,39 +341 31,66 £2,14 0,854
Unos vlakana (g) 21,91 £5,89 25,09 £ 5,02 0,111
Unos vlakana

(9/1000 kcal) 8,20 + 2,28 9,98 + 3,10 0,030*

SD: standardna devijacija, *p<0,05, g: gram; kg: kilogram; kcal: kilokalorije

Zbog nepridrZzavanju uputama istrazivaca, nisu svi ispitanici ispunili sve podskale ADI-a.

Rezultati onih koji su ih ipak ispunili ukazuju na to kako nije bilo znacajnih razlika u

prehrambenom unosu prije i tijekom intervencije (Tablica 14). Posto je veéina ispitanika navela

slabu konzumaciju vlakana i relativno nizak unos ugljikohidrata rezultati ADI-a su relativno

slabi 1 generalno upucuju na nedovoljan unos zitarica u kontekstu sportske prehrane.

Tablica 15: ADI rezultati ispitanika

Prije intervencije Tijekom intervencije Razlika

Skala (maksimalni broj bodova) N (prosjek,SD) (prosjek, SD) (p-vrijednost)
Specifiéni nutrijenti  potskala

(35) 7 18.4+2.2 174+3.2 0.448
Bazi¢na prehrana potskala (80) 7 476 +12.9 469+ 8.7 0.860
Prehrambene navike (10) 7 6.6+16 6.1+15 0.289

Ukupni rezultat (125) 10 72.2+125 71.4+10.6 0.937

Ukupni rezultat (%) 10 57.7+9.8 57.1+8.6 0.863

N: broj ispitanika koji je popunio potskalu; SD: standardna devijacija

| prehrambeni unos evaluiran dnevnikom istrazivanja i ADI pokazali su nezavisno jedno od

drugog kako se prehrambeni unos kod ispitanika nije znacajno mijenjao tijekom intervencije.
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4.2.4. Probava i nuspojave

Ispitanici su biljezili promjene u stolici i moguée nuspojave intervencije, ukoliko ih je bilo, u
dnevnik istrazivanja. Rezultati su prikazani u Tablici 15. lako su na pocetku intervencije
zabiljezeni razli¢iti Bristol tipovi stolica (BTS) medu ispitanicima, od Dana 8 do Dana 10 svi
ispitanici osim jednog naveli su BST 3 ili 4, koji se smatraju fizioloSkim oblicima i
konzistencijama stolice. Statisticka obrada podataka pokazala je kako se vjerojatnost za BST 3
i 4 znacajno povecala tjedan dana nakon pocetka intervencije kiselim kupusom. Manji broj
ispitanika naveo je probavne tegobe u smislu nadutosti, proljeva ili bolova tijekom intervencije.
Nijedan ispitanik nije naveo epizodu zatvora. Najveci broj nuspojava zabiljezen je oko Dana 5

I 6 intervencije.

Tablica 16: Probava i nuspojave tijekom intervencije kod ispitanika

Ispitanici (N) koji navode Vjerojatnostza BTS 3i Ispitanici (N) koji navode

BTS 4 nuspojave
Prolje

Dan 1 2 3 4 5 6 HR,CI,p-vrijednost Nadutost % Bol Zatvor

1 0 4 3 2 0 150%, [18.7%,81.3%], 1 1 1 0
1.000

2 0 3 2 2 3 0 40%, [12.2%,73.8%], 1 0 0 0
0.527

3 0 2 0 5 3 0 50%, [18.8%,81.3%], 2 0 0 0
1.000

4 0 2 2 4 2 0 60%, [26.2%,87.8%], 1 0 0 0
0.527

5 0 1 2 4 2 160%, [26.2%,87.8%], 3 1 1 0
0.527

6 0 2 1 4 1 2 50%, [18.7%,81.3%], 3 2 1 0
1.000
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7 0 2 2 2 4 0 40%, [12.2%,73.8%], 2 0 0 0
0.527

8 0 0 2 8 0 0 100%, [69.2%,100%], 1 0 0 0
0.002*

9 0 1 1 8 0 0 100%, [55.5%,99.7%], 1 0 0 0
0.011*

10 0 0 2 8 0 0 100%, [69.2%,100%], 1 0 0 0
0.002*

HR: “hazard ratio”; N: 10, CI: 95% “confidence interval” , BTS: tip stolice po Bristol skali,
*p<0.05

4.2.5. Promjene u sastavu crijevne mikrobiote (CM) ispitanika

Zbog neadekvatnosti uzoraka, rezultati dvaju ispitanika, ispitanika 8 i 9, iskljuceno je iz obrade

podataka. Rezultati u nastavku odnosni se na rezultate analiza CM osam ispitanika.

Podaci dobiveni amplikon sekvenciranjem iz uzoraka stolice prije i nakon intervencije
analizirani su u kontekstu promjena relativnih udjela kako taksonomskih, tako i funkcionalnih
skupina (metabolicki putevi). Time su dobiveni podaci o promjenama na razini sastava, ali i

funkcionalnosti CM.

Nakon intervencije kiselim kupusom nisu pronadene znacajne razlike u a-raznolikosti CM,

koriste¢i dvije neovisne mjere: Shannon indeksa 1 Chao bogatstva (Slika 8).

Shannon Chaa richness

B .

Before anter Before. atter

Slika 8: Promjene u metrikama a-raznolikosti crijevne mikrobiote ispitanika (A: Shannon

indeks, B: Chao bogatstvo)
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4.2.5.1. Sastav crijevne mikrobiote (CM) ispitanika

Kako bi se utvrdilo je li kiseli kupus imao znacajan utjecaj na sastav CM, beta-raznolikost
izraCunata je za taksonomske skupine koljena i rodova koriste¢i Bray-Curtis metriku. Razina
znacajnosti odredena je koriStenjem ANOSIM testa (PALMNAS-BEDARD i sur., 2023). Rezultati
pokazuju kako je doSlo do znacajnih razlika u sastavu mikrobiote crijeva (p < .001) nakon
intervencije kiselim kupusom. Medutim, R vrijednost od 0,314 ukazuje na to kako su razlike

samo umjerene (Slika 9).
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Slika 9: Promjene fB-raznolikosti crijevne mikrobiote ispitanika po unosu kupusa

Po pitanju taksonomskih skupina zabiljezene su znaCajne promjene na svim taksonomskim
razinama. [ako na razini koljena nisu primije¢ene znacajne promjene nakon intervencije po
pitanju glavnih bakterijskih koljena Firmicutes i Bacteroidetes, doslo je ipak do znacajnog
smanjenja relativnog udjela Verrucomicrobia. Na razini obitelji najznacajnije promjene bile su
smanjenja udjela obitelji Akkermansiaceae (p=0,049) i Oscillospiraceae (p=0,065) te
poveéanja udjela obitelji Lachnospiraceae (p=0,058), Butyricicoccaceae (p=0,094) i
Clostridiaceae (p=0,096). Vazno je napomenuti kako su g-vrijednosti (p-vrijednosti korigirane
za laznu pozitivnost) za navedene promjene bile 0,769. Zbog relativno slabe znacajnosti uz
visoke stope lazno pozitivnih rezultata, promatrane promjene na razini obitelji treba uzeti s
oprezom. Rezultati na razini koljena 1 obitelji prikazani su u Tablici 16, pri c¢emu su obitelji

navedene prema rastu¢im p-vrijednostima.
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Tablica 17: Promjene u taksonomskim skupinama crijevne mikrobiote nakon unosa kiseloga

kupusa
koeficijent
Takson p-vrijednost korelacije FDR
Koljeno
Actinobacteria 0.411 0.314 0.600
Bacteroidetes 0.460 0.283 0.600
Firmicutes 0.338 0.363 0.600
Proteobacteria 0.230 -0.445 0.600
Lentisphaerae 0.442 0.295 0.600
Tenericutes 0.221 0.452 0.600
Verrucomicrobia 0.007 -0.816 0.074
Cyanobacteria 0.545 -0.234 0.605
Nespecificne bakterije 0.805 0.097 0.805
Desulfobacterota 0.480 0.271 0.600
Obitelj
Akkermansiaceae 0.049 -0.669 0.769
Lachnospiraceae 0.058 0.651 0.769
Oscillospiraceae 0.065 -0.637 0.769
Butyricicoccaceae 0.094 0.591 0.769
Clostridiaceae 0.096 0.588 0.769
nespecificne_Alphaproteoba 0.193 -0.478 0.918
cteria
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nespecificne Clostridia 0.226 -0.449 0.918
UCG-014

Muribaculaceae 0.233 -0.442 0.918
Barnesiellaceae 0.233 -0.442 0.918
Acholeplasmataceae 0.265 0.416 0.918
Monoglobaceae 0.372 0.339 0.918
nespecificne 0.376 -0.337 0.918
Gastranaerophilales

Rikenellaceae 0.377 -0.336 0.918
nespecificne Oscillospirales  0.417 0.310 0.918
Bacteroidaceae 0.425 0.305 0.918
Eggerthellaceae 0.444 -0.293 0.918
Bacteroidales 0.493 -0.263 0.918
Veillonellaceae 0.515 0.251 0.918
Bifidobacteriaceae 0.526 0.244 0.918
Coriobacteriaceae 0.544 0.235 0.918
Desulfovibrionaceae 0.547 0.233 0.918
Ruminococcaceae 0.566 0.222 0.918
Marinifilaceae 0.579 -0.215 0.918
nespecificne Clostridia 0.582 0.213 0.918
vadinBB60 grupa

Tannerellaceae 0.592 -0.207 0.918
nespecificne RF39 0.669 0.166 0.918
Peptostreptococcaceae 0.687 -0.157 0.918
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Acidaminococcaceae 0.701 -0.149 0.918

Christensenellaceae 0.757 -0.121 0.918

nespecificne 0.758 0.120 0.918

Rhodospirillales

Sutterellaceae 0.769 0.115 0.918
Selenomonadaceae 0.782 -0.108 0.918
nespecificne Clostridia 0.790 0.104 0.918
UCG-010 0.817 -0.090 0.918
Erysipelotrichaceae 0.830 -0.084 0.918
Anaerovoracaceae 0.831 0.083 0.918
Streptococcaceae 0.869 0.064 0.918
Prevotellaceae 0.881 -0.059 0.918
nespecificne bakterije 0.895 0.051 0.918
Erysipelatoclostridiaceae 0.975 -0.012 0.975

Na taksonomskoj razini rodova su nakon intervencije zabiljezene znacajne promjene u
relativnim udjelima bakterija kod ¢ak osam rodova (Slika 10). ZabiljeZen je porast u udjelima
rodova koji pripadaju obitelji Lachnospiraceae: Lachnospiraceae UCG-008, Lachnospiraceae
UUCG-001, Roseburia, Lachnospiraceae FCS020 grupa, Marvinbryantia, kao i Agathobacter
(prije poznat kao Eubacterium rectale) te smanjenje udjela u rodovima koji pripadaju obitelji

Oscillospiraceae: nespecificna Oscillospiraceae i Oscillibacter.
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Slika 10: Najznacajnije promjene na razini rodova crijevne mikrobiote ispitanika po unosu

kupusa

4.2.5.2. Funkcionalnost crijevne mikrobiote (CM)

Analizirano je ukupno 190 metaboli¢kih putova medu identificiranim bakterijskim skupinama.
ZnacCajne promjene u broju bakterija pronadene su u sveukupno 35 metabolickih putova
(18,4%). Te promjene su se isklju¢ivo odnosile na putove vezane uz sintezu stanicnih stijenki i
metabolizam nukleotidnih baza (purinske, pirimidinske itd.) i bile su negativno korelirane s
unosom kiseloga kupusa. Bakterije koje su aktivno sudjelovale u tim putovima bile su zna¢ajno
pogodene intervencijom, uz niske stope lazno pozitivnih promjena. Putovi koji su znacajno

pogodeni intervencijom kiseloga kupusa prikazani su u Tablici 18.
Tablica 18: Najznacajnije promjene na razini metabolickih puteva crijevne mikrobiote

ispitanika po unosu kiseloga kupusa

koeficijent
Metabolicki put p-vrijednost korelacije FDR
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de novo biosinteza pirimidin deoksiribonukleotida | 0.000 -0.928 0.026
fosforilacija pirimidin deoksiribonukleotida 0.000 -0.925 0.026
superpathway de novo biosinteze guanozin nukleotida | 0.001 -0.916 0.026
superpathway salvage pirimidin ribunukleozida 0.001 -0.911 0.026
superpathway de novo biosinteza guanozin nukleotida 11 0.001  -0.909 0.026
de novo biosinteza pirimidin deoksiribonukleotida 11 0.001 -0.898 0.026
superpathway de biosinteza pirimidin ribonukleotida 0.001 -0.896 0.026
superpathway de novo biosinteza purinskih nukleotida | 0.001 -0.894 0.026
superpathway de novo biosinteza purinskih nukleotida 11 0.001 -0.889 0.026
de novo biosinteza pirimdin deoksiribonukleotida 11l 0.001 -0.889 0.026
superpathway de novo biosinteza pirimidin  0.002  -0.878 0.032
deoksiribonukleotida (E. coli)

superpathway salvage pirimidin deoksiribonukleozida 0.002 -0.874 0.033
maturacija peptidoglikana (mezo-diaminopimelat sadrzava) 0.004  0.852 0.052
superpathway Entner-Doudoroff i glikoliza 0.005 -0.835 0.066
superpathway biosinteza tiamin difosfata | 0.005 -0.834 0.066
razgradnja glikogena | (bakterijska) 0.009 0.806 0.104
superpathway biosinteza L-alanina 0.010 0.796 0.116
superpathway razgradnja N-acetilneuraminata 0.011 -0.791 0.118
razgradnja galaktoza | (Leloirov put) 0.015 0.773 0.140
salvage tiamina Il 0.015 0.772 0.140
razgradnja saharoze Il (invertaza saharoze) 0.016 0.767 0.142
superpathway biosinteza histidine, purina i pirimidina 0.016 -0.764 0.142
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glukoneogeneza | 0.022 0.744 0.163

razgradnja saharoze IV (fosforilaza saharoze) 0.022 0.741 0.163
ciklus S-adenozil-L-metionin | 0.022 0.741 0.163
NAD salvage put | 0.023 0.740 0.163
biosinteza CMP-3-deoksi-D-mano-oktulozonata | 0.024 -0.737 0.163
superpathway razgradnje heksuronida i heksuronata 0.024  0.735 0.163
TCA ciklus VI (obligatni autotrofi) 0.032 -0.709 0.208
superpathway razgradnje fukoze i ramnoze 0.033 0.708 0.208
biosinteza L-glutamata i L-glutamina 0.035 0.702 0.214
superpathway razgradja beta;-D-glukuronida i D-glukuronata ~ 0.037  0.697 0.214
razgradnja L-ramnoze | 0.038 0.695 0.214
razgradnja Skroba V 0.038 0.694 0.214
superpathway biosinteza pirimidin deoksiribonukleotida de 0.043  -0.683 0.232
novo

FDR: “false discovery rate” korigirane p-vrijednosti

U svrhu boljeg razumijevanja funkcionalne dinamike mikrobioloskih zajednica, grupirali smo
funkcionalne metabolicke putove predvidene PiICRUST2 na temelju klase, ontologije ili
interpretacije specificnog metabolickog puta u metabolicke funkcionalne module koristeci
MetaCYC (CAsPI i sur., 2020). Zapazeno je nekoliko zna¢ajnih promjena. Nakon grupiranja,
otkriveno je kako su metabolicki putevi povezani s degradacijom polisaharida i Secera, kao i
fermentacijom proteina, prisutni u ve¢im brojevima nakon intervencije. U isto vrijeme, udjeli
metabolickih putova povezanih s metabolizmom butirata i upalom su smanjeni. Medutim,
nakon viSestrukog testiranja hipoteze, stopa lazne pozitivnosti (FDR) ipak nije ukazala na zaista

znacajne razlike u funkcionalnosti nakon intervencije (Tablica 18).
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Tablica 19: Najznacajnije promjene metabolickih funkcionalnih modula crijevne mikrobiote

ispitanika po unosu kiseloga kupusa

koeficijent
Metaboli¢ki funkcionalni modul p-vrijednost korelacije FDR
razgradnja polisaharida 0.019 0.755 0.142
razgradnja Secera 0.026 0.729 0.142
indikatori upale 0.041 -0.687 0.142
fermentacija proteina 0.043 0.681 0.142
metabolizam butirata 0.047 -0.672 0.142

FDR: p-vrijednosti korigirane za “false discovery rate”

4.2.6. Laboratorijske analize krvi ispitanika

Vrijednosti laboratorijskih parametara iz uzoraka venske krvi odredivane su prije i nakon

intervencije. Podaci o prosje¢nim vrijednostima prije i dan nakon intervencije (Dan 0 i Dan 11)

prikazani su u Tablici 19. Osim povecanja postotnog udjela limfocita u serumu i smanjenja

razine vitamina B12 u serumu, nisu zabiljeZene znacajne kratkoro¢ne promjene laboratorijskih

parametara nakon intervencije

Tablica 20: Promjene u laboratorijskim parametrima krvi ispitanika nakon unosa kiseloga

kupusa

Prije
intervencije

Parametar Jedinica (prosjek, SD)

Dan nakon

intervencije

(prosjek, SD)

p-vrijednost

Testosteron  (mg/ml)  19.14+6.84

23.60+10.04

0.363

Kortizol (mg/ml)  500.8+87.69

498.51+144.44

0.974
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Folna (mg/ml)  25.67+5.58 25.48+5.49 0.882
kiselina

Vitamin (mg/ml)  394.1+101.1 356.9+108.1 0.012*
B12

VitaminD  (mg/ml)  74.48+12.82 80.2+11.96 0.37
HOMA-$ (%) 114.84+38.33 115.38+45.36 0.974
HOMA-S (%) 145.19+50.61 103.35+46.2 0.054
HOMA-IR (%) 0.93+0.46 0.94+0.42 0.971
Inzulin (pmol/l)  55.51+33.47 56.16+30.09 0.846
TSH (mlu/l)  2.94+1.45 3.69+2.13 0.146
T3 (pmol/l)  5.21+1.11 5.11+1.07 0.233
CRP (mg/L)  0.65+0.24 0.57+0.11 0.466
LDL (mmol/l)  3.39+1.33 3.08+1.13 0.239
Urati (umol/l)  285.4+38.7 290.6+44.32 0.824
Limfociti (%) 42.04+3.764 45.55+5.38 0.022*
Neutrofili (%) 47.39+3.89 45.17+6.99 0.221
Leukociti  (10%1)  6.05+1.31 6.02+1.14 0.937
Eritrociti (10*2/1) 4.96+0.23 4.99+0.18 0.681

SD: standardna devijacija;*p<0.05; HOMA-B: procjena aktivnosti [B-Stanica po

homeostatskom modelu; HOMA-S: procjena periferne osjetljivosti po homeostatskom

modelu; HOMA-IR: procjena inzulinske rezistencije po homeostatskom modelu; TSH:

tireotropin; T3: trijodtironin; CRP: c-reaktivni protein; LDL: lipoprotein niske gustoce
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4.3. KOMS 2 Potvrdna studija (,,follow-up study*)

4.3.1. Ispitanici

Podaci o ispitanicima prikazani su u Tablici 21, ukljucujuci sociodemografske karakteristike
kao Sto su spol, dob, vrsta sporta i godine bavljenja sportom. Za klasifikaciju ispitanika prema
razini tjelesne aktivnosti i sportskim postignu¢ima, koriStene su smjernice ,,Participant
Classification Framework” (McKAY i sur., 2022). Zbog iskustva nemogucnosti obrade
odredenih uzoraka stolice u studiji dokazivanja koncepta, ukljucen je jedan ispitanik viSe od
predvidenog broja od deset ispitanika, kako bi nadoknadilo potencijalno iskljucivanje nekog od
ispitanika iz obrade podataka. Prosjek godina je u ovoj studiji bio visi za godinu dana, uz manju
standardnu devijaciju od 1,56 naspram 4 godine u inicijalnoj studiji. Posto su u ovu studiju
ukljuceni i rekreativni i aktivni SportaSi prosje¢na klasifikacija Sportasa bila je naravno dosta
niza, 2,64+0,98 naspram 3,9+1,22 u prvoj studiji. Dok razina 4 odgovara SportaSima koji
sudjeluju u natjecanjima nacionalne razine (prosjek prva studija), razina 2 odgovara Sportasima

koji imaju organizirane treninge.

Tablica 21 Karakteristike ispitanika

Dob Godine u Klasifikacija
Ispitanik  Spol (godine)  Sport sportu Sportasa
1 M 32 trening snage 22 Razina 2
2 M 31 trening snage 18 Razina 2
3 M 30 nogomet 23 Razina 2
4 M 27 nogomet 24 Razina 5
5 M 32 rugby 25 Razina 4
6 M 30 trening snage 19 Razina 2
7 M 30 trening snage 16 Razina 2
8 M 30 atletika 20 Razina 3
9 M 29 nogomet 18 Razina 3
10 M 28 trening snage 14 Razina 2
11 M 32 planinarenje 20 Razina 2
Prosjek, SD 30+ 1,56 206: : 2,64+0,98
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4.3.2. Tjelesna aktivnost i san ispitanika

Tjelesna aktivnost i san pratili su se, kao 1 drugi ¢imbenik zabune prehrane, prije i tijekom
intervencije. Podaci o prosje¢noj ucestalosti i prosje¢nom trajanju treninga te prosje¢nog
kolicini sna prikazani su u Tablici 22. Nisu registrirane statisticki znacajne razlike po pitanju
tjelesne aktivnosti 1 sna prije 1 tijekom intervencije, makar je koli€ina je sna u prosjeku bila veca

tijekom intervencije, a broj treninga manyji i trajanje treninga krace.

Tablica 22 Tjelesna aktivnost i san ispitanika

Prije Tijekom

intervencije

(prosjek, SD)

intervencije

(prosjek, SD)

Razlika

(p-vrijednost)

Broj treninga tjedno 4,18+ 1,72 4,0x2,02 0,472
Trajanje  treninga  (min.

dnevno) 64,09 £ 20,35 62,01 + 16,2 0,559
San (sati) 7,78 £ 0,38 7,91 +0,37 0,263

SD: standardna devijacija

4.3.3. Prehrana ispitanika

Kompletni prehrambeni unos pracen je prije i tijekom intervencije putem virtualnog dnevnika
prehrane. Nakon provedbe intervencije provedeni su dodatni nutricionisticki intervjui s
ispitanicima kako bi se nadoknadili propusteni detalji u dnevniku prehrane te su izradeni
dnevnici prehrane od strane nutricionista ukljuenih u istraZzivanje nakon naknadne
komunikacije s ispitanicima na temelju podataka iz njihovih dnevnika prehrane. Podaci o
prosjecnom dnevnom prehrambenom unosu ispitanika prikazani su u Tablici 23. Osim
znacajnog povecanja dnevnog unosa vlakana i unosa vlakana po 1000 kcal tijekom intervencije,
nisu registrirane druge statisticki znaCajne razlike u prehrambenom unosu prije i tijekom
intervencije. Ove promjene mogu se pripisati unosu kiseloga kupusa, koji je sam po sebi bogat

vlaknima, ali siromaSan kalorijama koje su u prosjeku porasle za nekih 50 kcal tijekom
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intervencije naspram prije intervencije. lako je prosje¢ni dnevni unos masti bio visi za ¢ak 4 g

(p=0,092), razlika s obzirom na postotak sveukupnog energetskog unosa bio je minimalan

(p=0,914). Zbog specificnih prehrambenih navika ispitanika (npr. brza hrana, hrana iz dostave,

smrznuti obroci i druga gotova hrana za koju je teSko dobiti nutritivne informacije) i neslaganja

u nutritivnim informacijama prisutnim u tablicama sastava hrane i deklaracijama hrane,

navedeni rezultati prehrambenog unosa mogu biti sagledani samo kao procjene prehrambenog

unosa, a tek manje stvari prikaz stvari stoga trebaju biti tumaceni s velikim oprezom.

Tablica 23 Nutritivni unos hrane ispitanika

Prije intervencije

(prosjek, SD)

Tijekom intervencije

(prosjek, SD)

Razlika
(p-vrijednost)

Energetski unos (kcal) 2918,50 + 171,64 2965,42 + 227,94 0,469
Unos proteina (g) 153,88 + 16,58 157,82 + 13,58 0,472
Unos proteina (g/kg) 1,68 £ 0,24 1,73+0,21 0,631
Unos ugljikohidrata (g) 324,32 £ 31,28 318,69 + 39,90 0,378
Unos ugljikohidrata (g/kg) 3,57 £ 0,32 3,56 £ 0,32 0,785
Unos masti (g) 98,02 + 12,59 103,78 £ 10,64 0,092
Unos masti (% energetskog

31,52+ 2,32 31,63+1,81 0,914
unosa)
Unos vlakana (g) 25,25 + 2,15 29,04 + 3,06 0,011*
Unos vlakana (g/1000

8,88 + 0,66 10,21 +1,82 0,020*

kcal)

SD: standardna devijacija, *p<0,05, g: gram; kg: kilogram; kcal: kilokalorije

Upitnicima takoder nisu detektirane znacajne razlike u prehrani ispitanika prije 1 tijekom

intervencije. Dok je rezultat ispitanika u prosjeku po pitanju kvalitete prehrane Sportasa bio
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se sudeci po prosjeku rezultata na upitnicima MEDAS i SQM ispitanici tijekom intervencije
vise pridrzavali mediteranskoj prehrani, §to je najvjerojatnije posljedica ve¢eg unosa povréa u
obliku kiseloga kupusa. No, ni ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna. Sva tri upitnika koja su
evaluirali prehrambeni unos nisu, unato¢ odredenim promjenama, detektirala znaajna

odstupanja prije i tijekom intervencije.

Tablica 24 Rezultati upitnika provedenih na ispitanicima

Prije intervencije Tijekom intervencije ~ Razlika
(prosjek, SD) (prosjek, SD9 (p-vrijednost)
ADI 60.09+14.77 58.73+12.37 1.000
MEDAS 6.09+2.43 6.64+2.11 0.104
SQM 7+1.79 7.45%+2.58 0.073

SD: standardna devijacija; ADI: Athlete Diet Index; MEDAS: Mediterranean Diet Adherence Screener; SQM:
Short Questionnaire on Mediterranean Diet Adherence and Diet Sustainability

Procjenom prehrambenog unosa putem dnevnika prehrane i koriStenjem upitnika koji
evaluiraju razliCite aspekte prehrane prije i tijekom intervencije nisu ustanovljene znacajne
razlike u prehrani. Zbog koristenja vise nezavisnih instrumenata za objektivizaciju prehrane se
s velikom vjerojatno$¢u moze zakljuciti kako nije doSlo do znacajnih promjena u prehrani
ispitanika tijekom intervencije, zbog cCega se prehrana moze iskljuciti kao potencijalan

¢imbenik zabune u tumacenju rezultata intervencije.

4.3.4. Probava i nuspojave kod ispitanika

Ispitanici su biljezili promjene u stolici i moguce nuspojave intervencije, ukoliko ih je bilo, u
dnevnik istrazivanja. Rezultati su prikazani u Tablici 24. Statisticka obrada podataka pokazala
je kako se vjerojatnost za BST 3 1 4 povecala tjedan dana nakon pocetka intervencije, no ovo
povecanje se nije pokazalo statisticki znacajnim (p=0,227). I nakon tjedan dana od pocetka
intervencije je kontinuirano po tri ispitanika navodilo BTS manyji ili ve¢i od 3 i 4. Od nuspojava
ispitanici su navodili nadutost, proljev, bol, mucninu 1 zatvor. Najve¢i broj nuspojava

zabiljeZen je Dan 5 i 7 intervencije: po ucestalosti najée$ée nadutost, pa proljev.
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Tablica 25 Probava i nuspojave kod ispitanika ijekom intervencije

Ispitanici (N) koji navode Vjerojatnostza BTS L . .
BTS 3i4 Ispitanici (N) koji navode nuspojave
i

Dan 1 2 3 4 5 6 HR,CI, p-vrijednost Nadutost Proliev Bol Zatvor Muc¢nina

0.45, [16.0%,

1 042320 1 0 o0 0 0
74.9%], 1.000
0.55, [25.1%,

2 033320 2 0 o 0 1
84.0%], 1.000
0.55, [25.1%,

3 023321 3 0 o 0 0
84.0%], 1.000
0.64, [35.2%,

4 112511 1 0 o0 0 1
92.19%], 0.549
0.45, [16.0%,

5 012 3 3 2 3 2 0 1 1
74.9%], 1.000
0.55, [25.1%,

6 013 3 2 2 2 0 o 0 0
84.0%], 1.000
0.45, [16.0%,

7 012332 3 1 0 0 0
74.9%], 1.000
0.64, [35.2%,

8 023420 0 0o 1 0 0
92.1%], 0.549
0.73, [46.4%,

9 0135720 1 0 o0 0 0
99.0%], 0.227
0.73, [46.4%,

10 0 2 35 1 0 1 0o 1 0 0

99.0%], 0.227
HR: “hazard ratio”; N: 11, Cl: 95% “confidence interval”, BTS: tip stolice po Bristol skali

4.3.5. Promjene u sastavu crijevne mikrobiote (CM)

Zbog neadekvatnosti uzorka danog u trecoj vremenskoj toc¢ci (T40) mjesec dana nakon
intervencije, rezultati jednog ispitanika (Ispitanik 11) iskljuceni su iz obrade podataka u

pogledu tri vremenske tocke. Finalno je obrada podataka iz triju vremenske toCke ucinjena na
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10 ispitanika, a obrada podataka iz dvije vremenske tocke (prije i dan nakon intervencije) na

svih 11 ispitanika.

Rezultati amplikon sekvenciranja iz uzoraka stolice iz svih vremenskih tocaka (prije, dan nakon
I mjesec dana nakon intervencije) analizirani su po pitanju relativnih udjela kako taksonomskih,
tako 1 funkcionalnih skupina (metabolicki putevi). Na taj nacin dobivene su informacije o

promjenama u sastavu i funkcionalnosti CM uslijed intervencije.

U svrhu izra¢una a-raznolikosti CM koriSten je Shannon indeks entropije (Slika 11). lako
medijan a-raznolikost sa 7,23 neposredno dan nakon intervencije statisticki neznacajno poraste
na 7,38 (p=0,832), on se nakon faze ispiranja vraca ponovno na 7,32. No, raspon vrijednosti a-
raznolikosti se nakon faze ispiranja smanjuje. Dok prije intervencije raspon vrijednosti Shannon
indeksa iznosi od 6,17 do 8,38, a mjesec dana nakon intervencije iznosi od 6,79 do 7,84.

Statistickom obradom nisu utvrdene znacajne razlike u vrijednostima Shannon indeksa u tri

vremenske tocke (p=0,895).
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Slika 11 Promjene u o-raznolikosti crijevne mikrobiote ispitanika u tri vremenske tocke

(O=prije intervencije, 10=dan nakon intervencije, 40=mjesec dana nakon intervencije)

4.3.5.1. Sastav crijevne mikrobiote ispitanika (CM)

Za uvid promjena u sastavu CM analizirana je B-raznolikost svih uzoraka u razliitim
vremenskim toCkama (Slika 12). Uocena je iznimna heterogenost sastava CM ispitanika prije
intervencije. Ista heterogenost je uocena i vremenskoj tocci dan nakon zavrsetka intervencije.
Izdvojene su dvije skupine u prve dvije vremenske tocke: jedna su ispitanici 3,8,91 10, a s druge

strane su ispitanici 1, 2, 4, 5, 6 1 7. No, ova heterogenost se smanjuje u trecoj vremenskoj tocci,
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mjesec dana po zavrsetku intervencije kad poraste sli¢nost u sastavu CM svih ispitanika (crveni
krug). No, unato¢ pozitivnom trendu nakon faze ispiranja, razlike po pitanju f-raznolikosti nisu

statisticki znacajne.
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Slika 12 Promjene u p-raznolikosti crijevne mikrobiote ispitanika u tri vremenske tocke

Ako gledamo sastav CM, statistickom obradom podataka uocene su znacajne razlike u
relativnom udjelima bakterija medu tri vremenske toc¢ke na svim taksonomskim razinama: od
koljena, obitelji do rodova. Rezultati po pitanju koljena i rodova prikazana je u Tablici 26,
poredani po statistickoj znacajnosti. Na razini koljena razlike su znacajne po pitanju udjela cak
pet bakterijskih koljena (p<0,037), ukljucujuéi dva glavna bakterijska koljena: Firmicutes i
Bacteroidetes. Cak kad se uvaZi i moguéna lazna pozitivnost ovih rezultata zna¢ajne su razlike
Cak Cetiri koljena (q<0,045): Firmicutes, Actinobacteria, Lentisphaerae i Bacteroidetes. Ako se
pak usporeduju udjeli koljena prije i dan nakon intervencije samo je smanjenje (r=-0,597) udjela
koljena Actinobacteria znacajno (p=0,040), s time da je s obzirom na FDR vjerojatno lazno
pozitivno (q=0,243). Na razini obitelji su detektirane znacajne razlike medu trim vremenskim
toCkama u udjelima 14 obitelji bakterija. No, za razliku od koljena, ne moze se iskljuciti kako

su ove razlike lazno pozitivne (g>,051).
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Tablica 26 Promjene u udjelima koljena i obitelji crijevne mikrobiote ispitanika

uslijed intervencije

p-vrijednost  koeficijent korelacije FDR
Koljeno
Firmicutes 0,004 -0,600 0,028
Actinobacteria 0,016 -0,521 0,045
Lentisphaerae 0,025 0,489 0,045
Bacteroidetes 0,026 -0,485 0,045
Cyanobacteria 0,037 0,457 0,052
Proteobacteria 0,175 -0,307 0,205
Desulfobacterota 0,687 -0,093 0,687
Obitelj
nespecificne Rhodospirillales 0,002 0,647 0,051
Ruminococcaceae 0,003 -0,609 0,051
Streptococcaceae 0,004 -0,603 0,051
nespecificne Clostridia 0,006 -0,576 0,056
Peptostreptococcaceae 0,007 -0,567 0,056
Butyricicoccaceae 0,009 -0,558 0,056
nespecificne Alphaproteobacteria 0,010 0,548 0,056
nespecificne Gastranaerophilales 0,011 0,541 0,056
Lachnospiraceae 0,013 -0,534 0,056
[Eubacterium] coprostanoligenes
grupa 0,017 -0,514 0,063
Obitelj X1 Tissierellales 0,017 0,513 0,063
Victivallaceae 0,022 0,497 0,073
Clostridiaceae 0,028 -0,478 0,087
Anaerovoracaceae 0,035 -0,461 0,101
Erysipelatoclostridiaceae 0,054 -0,427 0,144
Veillonellaceae 0,081 -0,390 0,202
Muribaculaceae 0,095 -0,374 0,223
Eggerthellaceae 0,147 -0,328 0,321
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Oscillospiraceae 0,153 -0,323 0,321

Barnesiellaceae 0,163 0,316 0,326
Christensenellaceae 0,200 -0,291 0,381
nespecificne RF39 0,222 0,278 0,404
Acidaminococcaceae 0,253 0,261 0,440
Bacteroidaceae 0,268 -0,253 0,446
Enterobacteriaceae 0,279 -0,248 0,446
Sutterellaceae 0,321 -0,228 0,494
Marinifilaceae 0,386 0,200 0,562
Bifidobacteriaceae 0,397 -0,195 0,562
Erysipelotrichaceae 0,407 -0,191 0,562
Prevotellaceae 0,502 0,155 0,670

nespecificne Clostridia vadinBB60

grupa 0,539 0,142 0,695
Desulfovibrionaceae 0,582 -0,128 0,727
Monoglobaceae 0,684 -0,095 0,809
nespecificne Clostridia UCG-014 0,688 0,093 0,809
Lactobacillaceae 0,739 -0,077 0,826
Tannerellaceae 0,744 -0,076 0,826
Coriobacteriaceae 0,871 -0,038 0,919
Pasteurellaceae 0,873 -0,037 0,919
Rikenellaceae 0,944 0,016 0,968
Selenomonadaceae 0,990 0,003 0,990

Posto su detektirane znacajne promjene u koljenima Firmicutes i Bacteroidetes, odlucno je
statistiCki obraditi i promjene u omjeru izmedu Firmicutes i Bacteroidetes (kratko F/B omjer)
(Slika 13). Omjer izmedu koljena Firmicutes i Bacteroidetes je tradicionalno smatran
dijagnostickim biljegom prekomjerne tjelesne mase, Sto je opovrgnuto najnovijim
istrazivanjima (KARACIC i sur., 2024). Danas se on smatra generalno ¢isto taksonomskim
pokazateljem odnosa izmedu dvije glavne bakterijske skupine unutar CM. Dan nakon
intervencije vidi se porast medijana vrijednosti F/B omjera, a mjesec dana nakon zavrSetka

intervencije smanjenje medijana vrijednosti F/B omjera, ispod vrijednosti medijana prije

102



intervencije. Razlike u tri vremenske tocke pokazale su se skoro pa statisticki znacajnima
(p=0,057), iako se procjenom laZzne pozitivnosti vjerojatno radi o lazno pozitivnhom rezultatu
(0=0,229). Razlika u F/B omjeru prije i dan nakon zavrSetka intervencije se nije pokazala
znacajnom (p=0,689). Za usporedbu, u istrazivanju na ovoj geografskoj populaciji (Republika
Hrvatska) provedenom u istoj ustanovi i laboratoriju, sve vrijednosti medijana F/B omjera u
sve tri vremenske tocke nalazi se u interkvartilnom rasponu za navedenu populaciju od 2.35—
4.47.

:

Firmicutes/Bacteroidetes
w

0 10 40

Slika 13 Promjene u Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) omjeru crijevne mikrobiote ispitanika u tri

vremenske tocke

Na razini rodova detektirane su statisticki znacajne razlike izmedu tri vremenske toc¢ke u ¢ak
34 roda (p<0,044). No, ako se gleda i moguca lazna pozitivnost rezultata putem FDR, udjeli

samo 14 rodova se doimaju znac¢ajno razli¢itima (q<0,047) (Tablica 27).

Tablica 27 Najznacajnije promjene na razini rodova crijevne mikrobiote ispitanika uslijed

intervencije
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koeficijent

p-vrijednost korelacije FDR
Fenollaria <0,001 0,722 0,019
Subdoligranulum 0,001 -0,650 0,043
nespecificne Rhodospirillales 0,002 0,634 0,043
Lachnospiraceae NK4A136
grupa 0,002 -0,627 0,043
[Eubacterium] hallii grupa 0,003 -0,619 0,043
Lachnospiraceae UCG-001 0,005 -0,591 0,043
Ruminococcus 0,005 -0,588 0,043
Blautia 0,005 -0,586 0,043
nespecificne Clostridia 0,006 -0,583 0,043
Romboutsia 0,006 -0,581 0,043
Peptoniphilus 0,006 0,580 0,043
Streptococcus 0,006 -0,576 0,043
Butyricicoccus 0,006 -0,575 0,043
nespecificne Lachnospiraceae 0,008 -0,564 0,047

Ovom statisticlkom metodom analizirane su samo statisticki znacajne razlike izmedu tri

vremenske tocke, ne i smjer promjene na razini roda. Udjeli navedenih rodova su se razli¢ito

ponasali dan i mjesec dana nakon zavrsetka intervencije (Slika 14).
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Slika 14 Promjene udjele rodova crijevne mikrobiote ispitanika uslijed intervencije
(***p<0,001, **p<0,01)

Dok su udjeli nekih rodova kontinuirano rasli u obje vremenske tocke kao Sto je to slucaj kod
roda Fenollaria (r=0,722), udjeli drugih rodova su kontinuirano opadali u obje vremenske tocke
kao $to je to slucaj kod rodova Subdoligranulum (r=-0,650), Ruminococcus (r=-0,588) i Blautia
(r=-0,586)(za sva tri roda q=0,043). Udjeli pak drugih rodova su dan nakon intervencije opali,
pa ponovno rasli, kao Sto je to slucaj s rodom nespecificne Rhodospirillales (r=0,634), ili pak
obrnuto porasli pa onda opali, kao primjerice rod Lachnospiraceae NK4A136 grupa (r=-0,627).
U svrhu bolje usporedbe s rezultatima studije dokazivanja koncepta, statisticki su obradeni i
iskljuéivo rezultati medusobno prije i dan nakon intervencije na razini rodova (Tablica 28, Slika
15).

Znacajne razlike u relativnim udjelima detektirane su samo u tri roda dan nakon intervencije:
Bifidobacterium, Oscillibacter i Lachnospiraceae UCG-004. No, vjerojatno se radi o lazno
pozitivnom rezultatima (g=0,958). Smanjenje udjela roda Bifidobacterium je vjerojatno
zasluzno za smanjenje udjela koljena Actinobacteria kojemu pripada, koje je takoder znacajno

dan nakon intervencije.
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Tablica 28 Znacajne promjene na razini rodova crijevne mikrobiote ispitanika nakon

intervencije
koeficijent
p-vrijednost korelacije FDR
Bifidobacterium 0,028 -0,630 0,958
Oscillibacter 0,030 0,625 0,958
Lachnospiraceae UCG-004 0,047 -0,582 0,958
Bifidobacterium Oscillibacter Lachnospiraceae UCG-004
4- * 4 ] * 3- ] *
.. B U d ]
2- 2-
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L Lo “*h
c
g -4 - ? 1 2= 1 [ 0- [ ]
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Slika 15 Promjene na razini rodova crijevne mikrobiote ispitanika dan nakon intervencije
(*p<0,05)

4.3.5.2. Funkcionalnost crijevne mikrobiote ispitanika

Statisticki su obradeni udjeli bakterija u sveukupno 187 metabolicka puta. Znacajne razlike
medu trim vremenskim tockama detektirane su u 14 metabolickih puteva (7,5% svih puteva),
koje se ne doimaju lazno pozitivnim (q<0,481). Vecina ovih metaboli¢kih puteva povezana je

s metabolizmom nukleotidnih baza (purinskih, pirimidinskih, guanozinskih).
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Tablica 29 Znacajne promjene u tri vremenske tocke na razini metabolickih puteva crijevne

mikrobiote ispitanika uslijed intervencije

koeficijent

Metabolicki put p-vrijednost korelacije FDR
razgradnja purinskih nukleobaza | (anaerobna) 0,005 -0,583 0,424
superput razgradnje purinskih dezoksiribonukleozida 0,006 -0,577 0,424
metanogeneza iz acetata 0,007 -0,570 0,424
razgradnja acetilena 0,010 -0,549 0,424
biosinteza CMP-3-deoksi-D-mano-oktulozonata | 0,011 0,541 0,424
superput aspartata 0,019 -0,507 0,481
superput biosinteze tiamin-difosfata | 0,025 0,489 0,481
biosinteza lipida IVA 0,026 0,484 0,481
biosinteza kveozina 0,029 0,476 0,481
superput biosinteze O-antigenskih gradevnih blokova

iz GDP-manoze 0,029 0,475 0,481
produljenje zasi¢enih masnih kiselina 0,033 0,468 0,481
superput razgradnje pirimidinskih

dezoksiribonukleozida 0,034 -0,465 0,481
razgradnja saharoze Il (saharoza invertaza) 0,034 -0,464 0,481
razgradnja guanozinskih nukleotida I11 0,036 -0,459 0,481
superput  razgradnje  N-acetilglukozamina,  N-

acetilmanozoamina i N-acetilneuraminata 0,039 -0,454 0,481

Ako gledamo promjene samo u dvije vremenske tocke, prije i dan nakon intervencije, kao §to
je ucinjeno u studiji dokazivanja koncepta, onda broj znacajnih promjena pada na samo deset
metabolickih puteva (Tablica 30). Radi se metabolickim putevima uklju¢enima u procese
fermentacije, te razgradnju aminokiselina i ugljikohidrata te sintezu vitamina B1 i B6. Udjeli
razgradnje aminokiselina su dan nakon zavrSetka intervencije u padu (r=-0,619 i -0,631), dok
su svi ostali putevi u porastu (osim sinteze pretece tiamina, vitamina B1). Dan nakon zavrsetka

intervencije ne dolazi do znacajnih promjena u nijedno od metaboli¢kih puteva povezanim uz
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metabolizam nukleotidskih baza. Uz to FDR ukazuje na lazu pozitivnost ovih detektiranih
razlika (q=0,708).

Tablica 30 Znacajne promjene na razini metabolickih puteva crijevne mikrobiote ispitanika

dan nakon intervencije

Metaboli¢ki put b koefici) ot FDR
vrijednost Kkorelacije

fermentacija piruvata u propanoat | 0,005 0,752 0,708
razgradnja L-histidina | 0,022 0,651 0,708
ciklus S-adenozil-L-metionina | 0,028 -0,631 0,708
glikoliza I (iz glukoza 6-fosfata) 0,028 0,631 0,708
homolakti¢na fermentacija 0,031 0,622 0,708
glikoliza Il (iz fruktoza 6-fosfata) 0,031 0,621 0,708
superput biosinteze L-alanina 0,032 -0,619 0,708
mjeSovita kiselinska fermentacija 0,040 0,598 0,708
biosinteza tiazola | (E. coli) 0,045 -0,587 0,708

superput biosinteze i spaSavanja piridoksal 5'-
fosfata 0,046 0,585 0,708

Kako bi se stekao bolji uvid u promjene funkcionalnost CM, metabolic¢ki putevi svrstani su u
metaboli¢ke funkcionalne module koriste¢i MetaCYC (CAsPI i sur., 2020) na temelje Kklase,
ontologije 1 interpretacije predvidene s PICRUST2 odredenog puta. StatistiCkom obradom
podataka ustanovljena je znacajna razlika u tri vremenske toc¢ke u vidu smanjenja udjela unutar
pokazatelja zatvora (p=0,015), no nakon izraCuna stope lazne pozitivnosti (FDR) 1 ova
povezanost je izgubila na znacajnosti. Ako gledamo razlike u udjelima funkcionalnih
metabolickih modula samo prije i dan nakon intervencije ne mozemo detektirati nikakvu

statisticku znacajnost (najnizi p=0,165, q=0,980).

Tablica 31 Razlike u metabolickim funkcionalnim modulima uslijed intervencije

koeficijent
Metaboli¢ki funkcionalni modul p-vrijednost korelacije FDR
pokazatelji zatvora 0,015* -0,525 0,218
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pokazatelji upale 0,166 0,314 0,632

razgradnja masti 0,168 -0,313 0,632
razgradnja ugljikohidrata [Secer] 0,187 -0,299 0,632
funkcija crijevne barijere 0,284 0,245 0,632
metabolizam energije i hiperacidnost 0,292 -0,241 0,632
apetit i razina kolesterola 0,307 -0,234 0,632
intolerancija na laktozu 0,337 -0,220 0,632
proizvodnja vitamina K 0,426 -0,184 0,710
citotoksini 0,509 0,152 0,755
fermentacija proteina 0,553 -0,137 0,755
razgradnja ugljikohidrata [polisaharidi] 0,694 0,091 0,867
proizvodnja vitamina B12 0,831 0,049 0,955
intolerancija na fruktozu 0,891 -0,032 0,955
san i stanje uma 0,970 0,009 0,970
*p<0,05

4.3.6. Laboratorijske analize krvi ispitanika

Vrijednosti laboratorijskih parametara iz uzoraka venske krvi odredivane su u tri vremenske
toCke: prije, dan 1 mjesec nakon intervencije. Podaci o prosje¢nim vrijednostima u ove tri
vremenske tocke prikazani su u Tablici 32. Posto se distribucija vrijednosti B12 ispitanika nije
pokazala normalnom po Shapiro-Wilk testu, za istu je koriSten Friedman test, a za ostala Cetiri

parametra test ANOVA ponovljenih mjera.

Osim povecanja postotnog udjela limfocita u serumu i smanjenja razine vitamina B12 u serumu,
nisu zabiljezene promjene laboratorijskih parametara uslijed intervencije. Dok u prosjeku
koncentracija leukocita raste i nakon faze ispiranja, prosjecna vrijednost koncentracije B12 se
vrac¢a skoro pa na pocCetnu vrijednost nakon faze ispiranja. No, ni razlike po pitanju
koncentracije leukocita ni vitamina B12 nisu bile statisti¢ke znac¢ajne medu tri vremenske tocke.
Sude¢i po postotcima udjela limfocita i neutrofila, nije jasno koji tip leukocita doprinosu rasta
ukupne koncentracije leukocita uslijed intervencije. Udio limfocita se smanjuje, a udio

neutrofila raste neposredno nakon intervencije, no ne nastavlja rasti nakon faze ispiranja.
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Tablica 32 Promjene u laboratorijskim parametrima krvi ispitanika

Prije Dan nakon Mjesec nakon
intervencije intervencije intervencije

Parametar  Jedinica (prosjek + SD) (prosjek £ SD) (prosjek = SD) p-vrijednost

Leukociti (10%/1) 5.35+1.16 5.9+1.05 6.39+1.7 0,052
Limfociti (%) 40.19 + 4.89 36.28 £ 6.4 36.4 + 8.46 0,228
Neutrofili (%) 47.65+4.72 51.92 +6.17 51.36 + 7.08 0,196
Vitamin B12 (mg/ml) 366.1 +57.31 326.3 £51.18 355.7 £56.02 0,097
Folnakiselina (mg/ml) 32.24+7.74 32.94 +13.14 33.43+8.91 0,913

SD: standardna devijacija

4.4. KOMS 3 Longitudinalna studija

4.4.1. Ispitanik

Za sudjelovanje u longitudinalnoj studiji odabran je Ispitanik 7 iz potvrdne studije zbog dobrog
pridrzavanja uputa istrazivaca i Cinjenice kako su mu se svi uzorci pokazali adekvatnima
prilikom sekvenciranja. Ispitanik ima godina koliko i prosjek ispitanika u potvrdnoj studiji, 30,

te je klasificiran kao Sportas razine 2, malo nize od prosjeka u potvrdnoj studiji 2,64.

Tablica 33 Ispitanik u longitudinalnoj studiji

o Dob Godine u Kilasifikacija
Ispitanik  Spol ) Sport y y
(godine) sportu Sportasa
7 M 30 trening shage 16 Razina 2

4.4.2. Cimbenici zabune

Cjelokupni prehrambeni unos praden je putem virtualnog dnevnika istrazivanja. Nakon
ujednacavanja unosa s pravilima nutricionisticke struke u komunikaciji s ispitanikom u vezi
specifi¢nih nedostataka i manjkavosti, izracunat je prehrambeni unos po pitanju unos energije,
makro- i mikronutrijenata. Rezultati prehrambenog unosa su na isti nacin, s identi¢nim

kategorijama kao i u prve dvije studije, prikazani u Tablici 34, a slikovito u Slikama 16 i 17.
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Deskriptivnom obradom podataka detektirana je iznimno visoka varijabilnost vrijednosti
prehrambenog unosa: standardna devijacija vrijednosti energetskog unosa iznosi ¢ak 1096 kcal,
unos proteina 67g, a unosa ugljikohidrata 96g. Vrijednosti prehrambenog unosa kulminiraju u
dva vremenska razdoblja tijekom trajanja intervencije: Danima 2 i 3 te potom Danima 8,9 i 10.
Sve kategorije prehrambenog unosa obuhvacene obradom podataka prate ovaj trend (tockaste
linije na Slikama 16 1 17): energetski unos, unos makronutrijenata te unos vlakana. Ovi rezultati
ukazuju na to kako se ispitanik nije drzao uputa po pitanju ujednacavanja prehrambenog unosa

tijekom trajanja intervencije.

Tablica 34 Prehrambeni unos ispitanika tijekom intervencije

Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

. 1677, 3323, 3362,7 13757 1916, 2189, 4349, 3287, 4361,6
Energija (kcal) 1953,8
76 2 6 5 2 6 2 3 8
Proteini (g) 82,73 2230 160,58 103,99 1453 1384 150,8 2388 299,1 215,26

Unos proteina (g/kg) 0,77 206 149 09 135 1,28 14 221 277 1,99

Masti (g) 58,84 1828 157,16 66,49 7293 82,8 91,85 2456 1089 193,17

Unos masti (% unosa
- 31,55 495 42,07 4344 3356 3885 37,74 50,85 29,82 39,89
energije)

Ugljikohidrati (g) 224,7 1990 334,54 9825 177,8 157,4 193,7 334,7 254,9 414,72

Unos  ugljikohidrata
208 1,84 31 091 165 146 179 31 236 384

(9/kg)
Prehrambena  vlakna

41,17 13,72 24,73 1931 12,57 1568 22,16 52,05 38,11 17,11
(9)
Unos vlakana (g/1000
cal) 2453 4,13 7,36 14,04 643 8,18 10,12 11,97 11,59 3,92
ca

g: gram; kg: kilogram; kcal: kilokalorije
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Slika 16 Energetski unos ispitanika tijekom intervencije
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Slika 17 Nutritivni unos ispitanika tijekom intervencije
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Pored prehrane, san i tjelesna aktivnost su pracena kao drugi ¢imbenici zabune putem dnevnika

istraZzivanja (Tablica 35) . Po pitanju sna ponovno je detektirana velika varijabilnost koli¢ine

sna izraZzene u satima, s rasponom vrijednosti od 4,5 do 10,5 sati. U prosjeku je ispitanik spavao

7,52 sata uz standardnu devijaciju od 1,83 sata. Tijekom intervencije ispitanik je trenirao 5 puta,

odnosno skoro svaki drugi dan. Trajanje treninga je ponovno bilo iznimno varijabilno, s

prosjekom od 22,5 minute uz standardnu devijaciju od 25,3 minute. Slicno kao i po pitanju

prehrane vidi se trend od dva vremenska razdoblja s nadprosjecnim vrijednostima tijekom Dana

314 te Dana 819. Isto tako je i trajanje treninga nadprosjecno tijekom Dana 3 i 4.
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Tablica 35 San i tjelesna aktivnost ispitanika tijekom intervencije

Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan

Prosjek, SD
1 2 3 4 5 6 7 8 9

San(h) 45 833 95 105 55 645 7 8,16 85 6,75 7,52+1,83

Trening
(min.) O 0 65 50 O 30 0 0 40 40 22,50+25,30

Sude¢i po ¢imbenicima zabune, prehrani, snu i tjelesnoj aktivnosti, se najznacajnije promjene
unutar CM ocekuju tijekom Dana 4 1 5 te 9 i 10, dan nakon razdoblja s nadprosjecnim

vrijednostima unosa energije, nutrijenata, ali i sna i tjelovjezbe.

4.4.3. Promjene u CM ispitanika

U svrhu izracuna a-raznolikosti CM koristen je Shannon indeks entropije i obrnuti Simpsonov
indeks. Tijekom intervencije se prati kontinuirani pad vrijednosti a-raznolikosti koriste¢i obje
metrike, kako Shannon tako i obrnuti Simpson indeks. S tim da je negativan trend kod obrnutog
Simpson indeksa izraZeniji nego kod Shannon indeksa, odnosno raspon izmedu najvisih i
najnizih vrijednosti je vec¢i kod obrnutog Simpson indeksa. Vrijednosti oba indeksa ne opadaju
ravnomjerno, ve¢ su vidljive odredene neocekivane razlike u smjeru i intenzitetu izmedu
odredenih dana, kao $to su primjerice Dan 5, 6 te 9 (Slika 18). U potvrdnoj studiji, u kojoj je
ispitanik sudjelovao tri mjeseca prije provedbe longitudinalne studije, je vrijednost Shannon

indeksa istog ispitanika porasla 6,94 na 7,71.

a-raznolikost tijekom intervencije

=@==Shannon indeks

5 obrnuti Simpson indeks

Danl Dan2 Dan3 Dan4 Dan5 Dan6 Dan7 Dan8 Dan9 Dan
10

Slika 18 Promjene u a-raznolikosti crijevne mikrobiote ispitanika tijekom intervencije
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Kako bi se kvantificirale razlike u cjelokupnom sastavu CM izmedu dana, evaluirana je f3-
raznolikosti uzoraka kroz analizu glavnih komponenti (PCA) te izra¢un Bray-Curtis razlicitosti
(Slika 19). Analizom B-raznolikosti evidentna je u obje metode izrazena razliCitost sastava
sekvencirane CM uzoraka na Dan 1 1 Dan 10, kao pocetne 1 zavrSne tocke intervencije. Gledamo
li slicnost sastava CM tijekom intervencije, uzorke mozemo grupirati u dvije skupine: Dan 1
polovice i druge, zavrSne polovice intervencije. S time da su razlike po pitanju B-raznolikosti
izmedu pojedinacnih uzoraka vece izmedu uzoraka u drugoj polovici u usporedbi s uzorcima iz
prve polovice intervencije. Sastav CM na Dan 5 ima aberantnu vrijednost po pitanju f-
raznolikost od jedne i druge skupine, $to korelira i s aberantnom vrijednos$¢u oba parametra o-
raznolikosti tog uzorka. Iako inferencijalna statisticka obrada podataka nije moguca u slucaju
ove studije zbog ograniCenja iste na jednog ispitanika, izradena je toplinska karta ne temelju
vrijednosti izracuna Bray-Curtis razli¢itosti u svrhu bolje kvantifikacije razli¢itosti CM izmedu
pojedinacnih dana intervencije (Slika 20). Ovom metodom je ponovno potvrdeno kako se sastav
CM uzorka na Dan 5 intervencije uvelike razlikuje od svih ostalih dana intervencije (>0,76).
Najsli¢niji jedni drugima su sastavi CM uzoraka Dan 1 do 4 (0,59-0,67). Ako izuzmemo Dan
5, jasno je vidljivo iz vrijednosti toplinske karte kako razlike u sastavu CM postaju sve izrazeniji
svakim danom intervencije te kulminiraju na Dan 10 (0,81 naspram Dan 1, vrijednosti izmedu

0,791 0,83 naspram ostalih dana intervencije).
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Slika 19 Promjene metrika p-raznolikost crijevne mikrobiote ispitanika tijekom intervencije

(A: PCA, B: Bray-Curtis)
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Slika 20 Toplinska karta Bray-Curtis razlicitosti crijevne mikrobiote ispitanika

Zbog nemogucnosti inferencijalne statisti¢ke obrade, teSko je analizirati promjene na razini
taksonomskih skupina unutar CM uslijed intervencije. Na razini taksonomskih skupina relativni
udio nijednog OTU nije se kretao u istom smjeru svaki dan intervencije. Vidi se ista
neujednacenost promjena u uzastopnim danima intervencije kao i po pitanju a- i B-raznolikosti.
No, uoceni su odredeni trendovi po pitanju relativnih udjela odredenih rodova (Slika 21). lako
postoje otkloni u suprotnom smjeru od trenda na razini svih prikazanih rodova, naj¢esc¢e oko
Dan 5 i1 Dan 6, detektirani su sli¢ni trendovi na razini viSe rodova istih obitelji. Tako tijekom
intervencije pratimo pad vrijednosti udjela rodova iz obitelji Akkermansiaceae, rod
Akkermansia, Oscillospiraceae, rodovi Colidextribacter, UCG-002 i UCG-005, i
Ruminococcaceae, rodovi CAG-352 i Ruminococcus. Unutar obitelji Lachnospiraceae pratimo
s jedne strane pad vrijednosti relativnog udjela Coprococcus, a s druge strane pratimo porast

vrijednosti udjela bakterija iz rodova Blautia, Howardella i Ruminococcus gauvreauii grupa.
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Slika 21 Promjene relativnih udjela odabranih rodova crijevne mikrobiote ispitanika uslijed

intervencije

4.4.4. Probava i nuspojave

Ispitanik je rad probave i evenutalne nuspojave biljezio u dnevnik istrazivanja (Tablica 36) .
Sedam dana po pocetku intervencije, ispitanik je stolicu BTS 3 i1 4. Nuspojave u vidu nadutosti

jenaveo Dan 2,4 1i5.

Tablica 36 Probava i nuspojave kod ispitanika tijekom intervencije

Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan Dan

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BTS 4 3 3 2 3 5 5 4 3 3
Nuspoja
nadutost nadutost nadutost
ve

BTS: tip stolice po Bristol skali

118



5. RASPRAVA

e Ucinak Kkiseloga kupusa na crijevnu mikrobiotu

e Ucinak Kiseloga kupusa na laboratorijske
parametre

e Nuspojave unosa kiseloga kupusa
e Nedostatci istrazivanja
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Nit vodilja kroz ova istrazivanja bila je ispitati potencijal kiseloga kupusa, prototipne
fermentirane namirnice srednjoeuropskog podneblja, kao sinbiotika kod Sportasa. On je
povoljan, dostupan, tradicionalan, §to ga ¢ini idealnim za primjenu kod Sportasa. Uz to Kiseli
kupus kao laktofermentirana namirnica ima svoj mikrobiom, ali i metabolom (FIJAN i sur.,
2024). Pretpostavke dakle za ucinkovitu personalizaciju CM SportaSa, recimo u svrhu
ostvarivanja boljih sportskih rezultata ili poboljSanja procesa oporavka i regeneracije Sportasa.
No, iz perspektive sportske medicine i sportskog nutricionizma nedostaju znanstveni dokazi za
njegovu primjenu, kao §to ih recimo imamo za razli¢ite probiotske sojeve (MARTTINEN i sur.,
2020). Pregledom literature pronadene su samo dvije studije koje su istrazivale utjecaj kiseloga

kupusa na CM (NIELSEN i sur., 2018; THRIENE i sur., 2022), no ne i kod SportaSa.
Na pocetku smo se prilikom koncipiranja ovih istrazivanja vodili ovim pitanjima:

9. Kako izgleda mikrobna zajednica kiseloga kupusa?

10. Moze li uopce unos kiseloga kupusa promijeniti sastav CM Sportasa?

11. Je li jedna porcija kiseloga kupusa dnevno dostatna kako bi se promijenio CM?

12. Moze li unos kiseloga kupusa pozitivno utjecati na odrednice CM, odnosno personalizirati
sastav i funkcionalnost CM?

13. Owisi li u¢inak kiseloga kupusa na CM o njezinom ishodiSnom stanju?

14. Je li u¢inak unosa Kiseloga kupusa na CM prolazan?

15. Je li primjena kiseloga kupusa kod SportaSa povezana s nuspojavama?

Cilj istrazivanja bio je ispitati promjene u CM nakon primjene kiseloga kupusa. Pritom smo se

vodili hipotezom kako ¢e intervencija kiselim kupusom prolazno promijeniti CM Sportasa.
Provedeno je Cetiri istraZzivanja sveukupno.

U prvom istrazivanju smo ispitali tko su bakterije koje se nalaze u kiselom kupusu kojeg smo
planirali dati naSim SportaSima-ispitanicima. Odnosno amplikon sekvenciranjem genetskog
materijala bakterija unutar pet uzorka kiseloga kupusa pokuSali smo odrediti mikrobnu
zajednicu koja zivi u, na i po kiselom kupusu. Definiranje mikrobiote kiseloga kupusa bila je
prvi korak. Za razliku od prijasnjih istrazivanja, gdje su rodovi s najve¢im udjelima bili BMK,
posebice Lactiplantibacillus (THRIENE i sur., 2022), u kiselom kupusa koji je bio predmet
istraZzivanja najbrojnije (viSe od 50% sveukupne bakterijske zajednice) su bile obligatne
anaerobne bakterije poznate po metabolickoj aktivnosti: Bacteroides, Blautia,
Faecalibacterium, Prevotella, Ruminococcus, Roseburia, Agathobacter, Fusicatenibacter,
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Lachnospiraceae (nespecificne). Dodatnom mikrobioloSkom analizom, kulturoloski su
potvrdeni relativno niski udjeli BMK u istrazivanom kupusu (4,82:10° (+2,31) CFU/ml), puno
manje nego §to je to slu¢aj u komercijalno dostupnim formulacijama s rasponom od 107 to 10!
CFU/g (DoRE i sur., 2019; MAZZANTINI i sur., 2021). To znaci da istraZivani Kiseli kupus ne
obiluje probioticima, odnosno da je sinbiotik, ali vjerojatno viSe obiluje pre- i postbioticima,
nego konvencionalnim probioticima. Ispitanici su unosili fermentirani proizvod bogat
metabolicki aktivnim bakterijama, ali ne 1 probiotickim BMK, tipi¢nim za laktofermentirane
namirnice. Statistickom obradom podataka utvrdeno je dodatno kako udjeli bakterija znac¢ajno
ovise o sastavu uzorka, odnosno udjelima samog kupusa kao ¢vrste tvari i slane otopine, rasola,
Sto znaci kako ovisno o tome koja komponenta kupusa se konzumira se unosi razlic¢ita mikrobna
zajednica. To je vazna informacija, jer su ispitanici u istrazivanjima bili upuc¢eni konzumirati
kiseli kupus 1 slanu otopinu sadrzanu u staklenoj tegli. Da u nekom slucaju odabrana druga
ambalaza (vrecica) ili na¢in konzumacije (sa cijedenjem) ispitanici bi potencijalno unosili druge

bakterije.

Drugo istrazivanje bila je studija dokazivanja koncepta (KOMS1) kiseloga kupusa kao
sinbiotske fermentirane namirnice. U drugom istrazivanju smo na uzorku od 10 ispitanika,
profesionalnih SportaSa, istrazili Sto intervencija kiselim kupusom, kako smo ju mi koncipirali
na temelju dostupnih podataka iz literature po pitanju koliine i trajanja, ¢ini njihovoj CM.
Pritom smo pratili i ¢imbenike zabune kao $to su prehrana, san i trenazni proces, ali i druge
mjere ishoda kao Sto je raznolik set laboratorijskin parametara, te probavu i nuspojave.
Obradom podataka utvrdeno je kako se neovisno o pocetnom stanju sastav CM Sportasa
znacajno promijenio nakon intervencije sudeci po B-raznolikosti (p<0,001). Detektirano je puno
skoro pa znacajnih promjena relativnih udjela CM-a na razini koljena, obitelji i rodova:
smanjenje udjela koljena Verrucomicrobia, smanjenje udjela obitelji Akkermansiaceae
(p=0,049) i Oscillospiraceae (p=0,065) wuz istovremeno povecanja udjela obitelji
Lachnospiraceae (p=0,058), Butyricicoccaceae (p=0,094) i Clostridiaceae (p=0,096). Unutar
obitelji Lachnospiraceae =znacajno su porasli udjeli Lachnospiraceae UCG-008,
Lachnospiraceae UUCG-001, Roseburia, Lachnospiraceae FCS020 grupa, Marvinbryantia, te
Agathobacter (prije poznat kao Eubacterium rectale). Unutar obitelji Oscillospiraceae
znacajno su smanjeni udjeli rodova nespecifi¢nih Oscillospiraceae i Oscillibacter. No, sve ove
promjene na razini taksonomskih skupina pokazale su se lazno pozitivnima (g>0,05). Za razliku
od taksonomskih skupina, su se brojne promjene funkcionalnih skupina pokazale zaista

znacajnima: 18,4% svih metabolickih puteva bilo je znacajno pogodeno intervencijom. Nakon
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intervencije smanjeni su udjeli metaboli¢kih puteva vezanih uz sintezu stani¢nih stijenki 1
metabolizam nukleotidnih baza (purinske, pirimidinske itd.) (p<0,043, q<0,232). Po pitanju
probave je nakon tjedana znacajno porasla vjerojatnost uredne stolice (BTS 3 i1 4), a najveci
broj nuspojava prijavljen je Dan 5 i 6 intervencije. U laboratorijskim nalazima pratio se
znacajan porast postotnog udjela limfocita i znacajno smanjenje koncentracije vitamina B12 u

krvi.

Trece istrazivanje bila je potvrdna studija (KOMS?2). U trec¢em istrazivanju (KOMS2) smo na
uzorku od 11 ispitanika, sad rekreativnih SportasSa zbog poteskoca u regrutaciji, istrazili da li ¢e
intervencija kiselim kupusom, provedena kao u studiji dokazivanja konceptu, izazvati iste ili
barem sli¢ne promjene u CM Sportasa, a dodavanjem dodatne vremenske tocke ispitane su i
dugoro¢ne posljedice intervencije. Ponovno su praceni isti ¢imbenici zabune, probava i
nuspojave, te laboratorijski parametri koji su znacajno bili pogodeni intervencijom u drugom
istrazivanju. Obradom podataka utvrdeno je kako promjene u sastavu CM nakon intervencije
nisu bile znacajne: niti a-raznolikosti, niti B-raznolikosti. I one rijetke znacajne promjene udjela
taksonomskih skupina (koljeno Actinobacteria, rodovi Bifidobacterium, Oscillibacter i
Lachnospiraceae UCG-004) su lazno pozitivne (q>0,243). Isto tako su znacajne promjene po
pitanju funkcionalnosti bile skromnije (5,3% svih metabolickih puteva), a uz to i lazno
pozitivne (q= 0,708). Potvrdna studija nije polucila istim rezultatima kao studije dokazivanja
koncepta. Pokazalo se kako kiseli kupus nije imao isti u¢inak na CM kao u drugom istrazivanju,
makar je provedena identi¢na intervencija. No, uklju¢ivanjem rezultata tre¢e vremenske tocke,
mjesec dana nakon zavrSetka intervencije, uoCene su znafajne promjene u sastavu i
funkcionalnosti CM, veceg obujma nego dan nakon intervencije. Iako se vidjelo kako je porast
a-raznolikosti nakon intervencije bio samo kratkorocan, uoceno je kako se smanjio raspon
vrijednosti izmedu uzoraka. Slicna promjena vidjela se i po pitanju p-raznolikosti, odnosno
Kad se usporede relativni udjeli taksonomskih skupina u tri vremenske to¢ke uocene su brojne
znaCajne promjene: vrijednosti udjela koljena Firmicutes, Actinobacteria, Lentisphaerae i
Bacteroidetes (q<0,045) te sveukupno deset bakterijskih rodova (q<0,047) znacajno se
razlikuju uslijed intervencije. Isto vrijedi i za funkcionalne skupine unutar CM: znacajne razlike
uslijed intervencije detektirane su u 14 metabolic¢kih puteva (7,5% svih puteva) bez naznaka
lazne pozitivnosti (q<0,048), i to ve¢inom povezanih s metabolizmom nukleotidnih baza. Ovi
rezultati ukazuju kako je primjena kiseloga kupusa u ovom uzorku rekreativnih Sportasa imala

znacajne dugoro¢ne posljedice na sastav i funkcionalnost CM kod svih ispitanika, neovisno o
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pocetnom stanju. U potvrdnoj studiji se u¢inak kiseloga kupusa na CM kratkoro¢no nije
pokazao znacajnim, ali su zato dugorocne posljedice unosa kiseloga kupusa po pitanju i sastava
1 funkcionalnosti CM bile znacajne. Po pitanju probave je nakon tjedana porasla vjerojatnost
uredne stolice (BTS 3 1 4), no bez statisticke znaCajnosti, a najveci broj nuspojava prijavljen je
Dan 5 i 7 intervencije. U laboratorijskim nalazima se nakon intervencije pratio porast
koncentracije leukocita i smanjenje koncentracije vitamina B12 u krvi. Mjesec dana po
zavrSetku intervencije su se vrijednosti koncentracije vitamina B12 populacije normalizirale

(p=0,097), a vrijednosti koncentracije leukocita skoro pa znacajno dalje porasle (p=0,052).

Cetvrto istrazivanje bila je longitudinalna studija (KOMS3). U &etvrtom istraZivanju je na
jednom ispitaniku prac¢eno kakve ¢e promjene intervencija kiselim kupusom, provedena kao u
prethodne dvije studije, na dnevnoj razini izazvati u CM. Ponovno su praéeni isti ¢imbenici
zabune, prehrana, san i tjelovjezba kao i probava i nuspojave intervencije. Deskriptivnom
analizom rezultata sekvenciranja CM iz deset uzastopnih uzoraka stolice tijekom trajanja
intervencije, detektirani su odredeni trendovi po pitanju promjena sastava CM. Koristenjem
dviju nezavisnih metrika, Shannonova i obrnutog Simpsonova indeksa, prati se negativan trend

po pitanju a-raznolikosti tijekom intervencije. Koristenjem dviju metrika za -raznolikost, vidi

.....

......

CM se zadnji dan intervencije (Dan 10) najviSe razlikuje od svih drugih dana. Po pitanju
taksonomskih skupina, detektirani su takoder odredeni trendovi: pad vrijednosti udjela roda
Akkermansia iz obitelji Akkermansiaceae, tri roda iz obitelji Oscillospiraceae, te dva roda iz
obitelji Ruminococcaceae. Unutar obitelji Lachnospiraceae pratimo istovremeno negativan

trend kretanja udjela jednog roda i pozitivan trend kretanja udela druga Cetiri roda.

Unato¢ brojnih nedostataka, ovim smo se rezultatima ipak znacajno priblizili konkretnim
odgovorima na pitanja postavljena prije pocCetka istrazivanja. Podaci iz ova Cetiri istrazivanja
daju uvid u potencijal kiseloga kupusa kao sinbiotika u prehrani SportaSa, ali i sportskoj
medicini.

5.1. Ucinak kiseloga kupusa na crijevnu mikrobiotu ispitivanih sportasa

Prvo, i najbitnije, rezultati su potvrdili kako kiseli kupus zaista moze promijeniti sastav CM
Sportasa, ukoliko ga se konzumira 250 g dnevno tijekom deset dana. lako na temelju ovih
istraZzivanja ne mozemo procijeniti je li 250 g optimalna koli¢ina koju je potrebno unositi,
minimalno trajanje unosa trebalo bi iznositi barem tjedan dana, sudeci po nasim rezultatima.

Indicije za to su podatak kako se nakon Dana 6 u longitudinalnoj studiji prati ve¢i odmak u f3-
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raznolikosti, kako i u studiji dokazivanja koncepta i potvrdnoj studiji raste vjerojatnost za
urednom stolicom nakon Dan 7 te se nakon Dan 6, u prvoj, a 7 u drugoj, biljezi smanjenje
nuspojava. Ovi argumenti, svaki kao pojedinacna mjera ishoda, govore u prilog adaptaciji
sastava CM na unos kiseloga kupusa nakon tjedan dana unosa istog, Sto je poznato i iz primjene
probiotika (PYNE i sur., 2015). U literaturi su najkrace studije o u¢inku fermentiranih namirnica
na CM trajale dva tjedna (VALENTINO i sur., 2024). S obzirom na znacajne dugorocne
posljedice unosa kiseloga kupusa u potvrdnoj studiji ve¢ u trajanju od 10 dana, moguce je kako
je dovoljno primijeniti kiseli kupus samo tijekom 10 dana za dugotrajne promjene u CM. No, s
obzirom na razlike tipa i smjera promjena u sastavu i funkcionalnosti CM izmedu dviju studija,
a pogotovo neznacajnost promjena dan nakon intervencije u potvrdnoj studiji, ¢ini se kako je
definitivno u¢inkovitije produziti trajanje unosa Kiseloga kupusa. Pogotovo uzmemo li u obzir
trend porasta razli¢itosti sastava CM s trajanjem intervencije u longitudinalnoj studiji, sudeci
po B-raznolikosti mjerenom Bray-Curtis metrikom. Makar mozda nasi rezultati upucuju kako
je vec i tjedan dana dostatno za prve promjene u CM, definitivno bi se kod primjene kiseloga
kupusa trebalo ravnati slicnim istrazivanjima na fermentiranim namirnicama kod kojih je

trajanje intervencije bilo barem 2, a najéesce 4 tjedna.

Rezultati nasih istrazivanja ne mogu jasno odgovoriti na pitanje na koji nacin kiseli kupus
mijenja CM, zbog Cega je tesko procijeniti moze li kiseli kupus pozitivno utjecati na odrednice
CM. Pogotovo znajuci kako je generalno tesko reci §to bi to to¢no bila pozitivna promjena neke
odrednice CM. Ako gledam iz perspektive dishioze kao negativne promjene CM, pozitivne
promjene CM bile bi povecanje a-raznolikosti CM, povecéanje udjela zdravstveno relevantnih i

protuupalnih bakterija te udjela zdravstveno relevantnih metabolic¢kih puteva.

U obje studije unos kiseloga kupusa nije rezultirao znac¢ajnim porastom a-raznolikosti, Sto nije
u skladu sa spoznajama iz literature o u¢inku fermentiranih namirnica, pa ¢ak i kiseloga kupusa,
na CM. U drugom i cCetvrtom istrazivanju (KOMS1, KOMS3) Stovise svjedo¢imo padu
vrijednosti parametara a-raznolikosti. No, pregledom rezultata potvrdne studije (KOMS2)
uocava se kako se uslijed intervencije smanjuje raspon vrijednosti Shannon indeksa: pocetno
raspon iznosi 6,17 -8,38, a mjesec dana nakon intervencije iznosi 6,79-7,84. Kada gledamo
kretanje vrijednosti pojedinih ispitanika KOMS1, ali i KOMS2 (Slika 22), vidimo kako se o-
raznolikost ispitanika s relativno visokim vrijednostima Shannon indeksa smanjuje nakon

intervencije, a onih s nizim ili prosje¢nim vrijednostima povecava.
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Slika 22 Promjene u a-raznolikosti crijevne mikrobiote ispitanika u tri vremenske tocke

(Shannon indeks)

Dobru ilustraciju ove opservacija pruza ispitanik koji je sudjelovao kako i u KOMS2, tako i u
KOMS3: u KOMS2 njegova vrijednost Shannon indeksa raste s 6,94 na 7,71, a u KOMS3 pada
s 7,98 na 7,27. Ovaj fenomen bi mogao objasniti i dijametralnu razliku izmedu rezultata
KOMSI1 i KOMS?2 po pitanju a-raznolikosti: u KOMS1 sudjelovali su profesionalni Sportasi s
relativno viSim vrijednostima Shannon indeksa, koje su nakon unosa kiseloga kupusa padale, a
u KOMS2 rekreativni Sportasa s relativno nizim vrijednostima Shannon indeksa, kojima su
nakon kiseloga kupusa vrijednosti rasle. Unos kiseloga kupusa u koli¢ini od 250g tijekom deset
dana kao da korigira a-raznolikost: visoku smanjuje, a nisku poveéava, odnosno njegov ucinak
na raznolikost CM ovisi o po¢etnoj raznolikosti. Ovaj fenomen, odnosno dvosmjeran u¢inak na
raznolikost CM, videno je i kod nekih sojeva probiotika (ELIAS i sur., 2023; VAN ZANTEN i
sur., 2024). Ako znamo kako je prekomjerna raznolikost CM, isto kao i niska, povezana s
disbiozom i nekim patoloskim stanjima, kao Sto su neke onkoloske i neuroloske bolesti (IsSLAM
I sur., 2022; L1 i sur., 2022), se smanjenje a-raznolikosti nakon kiseloga kupusa ne doima
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problemati¢nim po zdravlje SportaSa. Rezultati istrazivanja sugeriraju kako je djelovanje

kiseloga kupusa na raznolikost CM pozitivno.

Unos kiseloga kupusa nije rezultirao istim promjenama u sastavu CM. Ako analiziramo
promjene prouzro¢ene unosom kiseloga kupusa po pitanju sastava CM, pogotovo relativnih
udjela razli¢itih taksonomskih skupina, slika postaje iznimno slozena. Prvi zakljucak
istraZzivanju, koji nije u skladu s dosadasSnjim spoznajama iz literature o fermentiranim
namirnicama i njihovom uc¢inku na CM, je kako unos ovog specificnog kiseloga kupusa nije
rezultirao porastom udjela BMK. No, s obzirom na mikrobnu zajednicu kiseloga kupusa,
sekvenciranu u prvom istrazivanju, ali i broj BMK dokazan kulturoloskim pristupom ovaj
rezultat nije neocCekivan. Zbog nacina proizvodnje, primarno pasterizacije, je vjerojatno
inicijalni broj BMK manji nego u formulacijama probiotika ili fermentiranim proizvodima
istrazivanim u drugim studijama koji bi mogao potencijalno kolonizirati CM. Ako gledamo
rezultate istrazivanja KOMSL1 upravo su najbrojnije bakterije unutar mikrobne zajednice
kiseloga kupusa odgovorne za promjene sastava CM u smislu kolonizacije: unosom kiseloga
kupusa znacajno rastu udjeli rodova Roseburia, Agathobacter i drugih bakterija iz obitelji
Lachnospiraceae. Porast relativnih udjela ovih bakterija odvija se u KOMS1 naustrb udjela
bakterija iz obitelji Akkermansiaceae i Oscillospiraceae. Sli¢ne promjene vide se u trendovima
prikazanim u istrazivanju KOMS3: porast nekoliko rodova iz obitelji Lachnospiraceae, uz
istovremeno smanjenje udjela rodova iz obitelji iz obitelji Akkermansiaceae i Oscillospiraceae.
No, zanimljivo je kako se sastav CM istog ispitanika (Ispitanik 7) drugacije mijenja u
istrazivanju KOMS2 naspram KOMS3, sli¢no kao i promjene a-raznolikosti njegove CM u
KOMS2 i KOMS3. Isto tako se, sudeci po rezultatima statisticke obrade podataka, i znacajne
promjene sastava CM ispitanika dijametralno razlikuju izmedu KOMS1 i KOMS2. Dok u
KOMS?2 nakon intervencije znacajno raste relativni udio roda Oscillibacter, u KOMS1 relativni
udio iste bakterije nakon intervencije pada. S druge strane udio roda Lachnospiraceaes UCG-
001 u KOMSI raste, a u KOMS2 znacajno pada. I udjeli bakterija, koje bi porijeklom iz
mikrobne zajednice kiseloga kupusa mogle, bilo kratko- ili dugoro¢no, kolonizirati CM u
KOMS2 znacajno padaju dan, ali i mjesec nakon zavrSetka intervencije: Ruminococcus,
Blautia, Lachnospiraceae (nespecificne) i Subdoligranulum. Rezultati sugeriraju kako se
unosom Kiseloga kupusa, bogatog ovim bakterijama, smanjuje njihov udio u ukupnom CM
domacina. U longitudinalnom istrazivanju KOMS3 je ova opservacija potvrdena u pogledu
udjela Ruminococcus, ali ne i Blautia. S obzirom na slozenost CM ovakva odstupanja u

rezultatima u pogledu promjena udjela taksonomskih skupina nije neoc¢ekivana. No, kako je
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intervencija provedena na isti na¢in u KOMSI i KOMS2, bez znacajnih promjena u
¢imbenicima zabune prije i tijekom intervencije u oba istrazivanja (osim unosa vlakana zbog
kiseloga kupusa), varijable odgovorne za gore opisana odstupanja izmedu KOMS1 i KOMS?2
mogu biti samo dvije: razlike u kiselom kupusu uvjetovane godinom proizvodnje (2022. i 2023.
godina), jer su mjesto i1 nacin proizvodnje bili isti obje godine, te razlike u pocetnom sastavu
CM ispitanika jedne i druge studije. Posto su promjene udjela taksona, pogotovo obitelji, u
KOMS1 i KOMS3 sli¢ne, mala je vjerojatnost kako je upravo godina proizvodnje kupusa razlog
za dijametralne razlike u taksonomskim promjenama izmedu KOMS1 i KOMS2. Sli¢no kao i
kod mnogih probiotika i drugih fermentiranih namirnica (ROSELLI i sur., 2021;
CHANDRASEKARAN i sur., 2024), razlike u izazvanim promjenama sastava CM najvjerojatnije
su posljedica razlika prisutnih u sastavu CM prije pocetka intervencije. Na temelju nasih
rezultata mozemo zakljuciti kako kiseli kupus sastav CM zasigurno mijenja ovisno od pocetnog
stanja: primjena kiseloga kupusa moze rezultirati porastom ili smanjenjem udjela iste bakterije,
ovisno o pocetnoj situaciji. Isto kao $to kiseli kupus smanjuje ili povec¢ava a-raznolikost ovisno
o ishodi$nom stanju, tako mijenja i udjele taksonomskih skupina. To je moguci razlog zasto je
promjena u B-raznolikosti u KOMS1 nakon intervencije znacajna, a u KOMS2 ne. U KOMSI1
nego §to je to slucaj kod rekreativnih Sportasa kod kojih u¢inak intenzivnog bavljenja sportom
na CM nije toliko izrazen. Zbog manje heterogenosti u sastavu CM profesionalnih Sportasa,
kupusom islo je u istom smjeru. Ova heterogenost sastava CM u KOMS?2 vidljiva je i po pitanju
B-raznolikosti prije i nakon intervencije gdje se izdvajaju dvije, medusobno sli¢ne skupine po
sastavu CM, kako prije, tako 1 nakon intervencije. Vjerojatno su odredene pozitivna promjene
u relativnim udjelima taksonomskih skupina zabiljezene u KOMS1 i KOMS3, bile vidljive i
kod pojedinih ispitanika u KOMS2, ali te promjene nisu bile znacajne s obzirom na zajednicku

obradu podataka svih ispitanika iz KOMS2.

Jedna takva pozitivna promjena, videna kako i u KOMS1 i KOMSS, ali i kod pojedinih
ispitanika u KOMS?2 je porast relativnog udjela obitelji Lachnospiraceae. Clanovi ove obitelji
naime smatraju se glavnim proizvoda¢ima kratkolan¢anih masnih kiselina (SCFA) unutar CM
(VAccA i sur., 2020). Obitelj Lachnospiraceae je filogenetski i morfoloski heterogena skupina
koja pripada klostridijalnom klasteru XIVa iz koljena Firmicutes (STACKEBRANDT, 2014a). Svi
¢lanovi Lachnospiraceae su anaerobni, fermentativni i kemoorganotrofni, a neki pokazuju

snazne hidrolizne aktivnosti, npr. kroz aktivnost pektin metil-esteraze, pektat liaze, ksilanaze,
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a-L-arabinofuranozidaze, B-ksilozidaze, a- i f-galaktozidaze, a- i f-glukozidaze, N-acetil-p-
glukozaminidaze ili a-amilaze (BIDDLE i sur., 2013). Vrste unutar obitelji Lachnospiraceae
proizvodnju butirata i drugih SCFA (STACKEBRANDT, 2014b). Zanimljivo je kako su u KOMS1
detektirane znacajne promjene u funkcionalnom modulu bakterijskog metabolizma Secera i

ugljikohidrata nakon intervencije s kiselim kupusom, iako one mogu biti lazno pozitivne.

Analiza sastava mikrobne zajednice samog kiseloga kupusa otkrila je kako su brojni ¢lanovi
obitelji Lachnospiraceae, posebno Blautia, Roseburia i Agathobacter, prisutni s visokim
relativnim udjelima. Oc¢igledno je kiseli kupus izvrstan medij za ove bakterije, zbog ¢ega dolazi
do njihove kolonizacije CM nakon unosa kiseloga kupusa. No, iz naSih istrazivanja evidentno

je kako je optimalan sastav CM preduvjet za njihovu kolonizaciju.

Na primjeru obitelji Lachnospiraceae vidimo iz nasih istrazivanja kako kiseli kupus moze
pozitivno utjecati na sastav, odnosno povecanje relativnih udjela bakterija povezanim sa
zdravom CM, ali i1 funkcionalnost, kroz promjene udjela metabolickih puteva i funkcionalnih

modula.

5.2. Ucinak kiseloga kupusa na laboratorijske parametre krvi ispitivanih Sportasa

Dodatna potvrda tvrdnje, kako je kiseli kupus u nasim istraZivanjima pozitivno utjecao na CM
SportaSa, su znacajne pozitivne promjene u istim laboratorijskim parametrima u KOMSI i
KOMS?2. Dok je nakon intervencije u KOMS1 znacajno porastao postotak limfocita, u KOMS
je znaCajno porasla koncentracija leukocita. U oba istrazivanja prati se znacajan pad

koncentracije B12.

Iako se poveéanje koncentracije leukocita ili postotka limfocita uobi¢ajeno povezuje s
odredenim patoloSkim stanjima poput (virusnih) infekcija, hematoloskih i kroni¢nih upalnih
stanja, vrijednosti u nasim istrazivanjima nakon intervencije nisu dosegle razine tipi¢ne za takva
stanja (CHAKROUN i sur., 2021). No, poznato je kako neki ¢lanovi CM i njihovi metaboliti imaju
potencijal poticanja proliferacije B i T limfocita u limfoidnom tkivu povezanim s crijevima
(GALT) (CHEN i KASPER, 2014). Utvrdeno je kako pro-, pre- i sinbiotici pojacavaju imunoloski
odgovor i poti¢u proliferaciju i aktivnost limfocita (ROUSSEAUX i sur., 2023) Unosom kiseloga
kupusa kao sinbiotika doslo je do pozitivnih promjena unutar CM, ali i direktne interakcije

njegovih komponenti (pro- , pre- i postbiotici) s imunosnim sustavom, Sto je rezultiralo
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znacajnim povecanjem broja leukocita, odnosno limfocita, ovisno o tome koje su prirode bile

promjene u CM (KOMS2, odnosno KOMS1).

Koncentracija vitamina B12 u krvi ovisi o prehrambenom unosu (FARQUHARSON i ADAMS,
1976) i proizvodnji u CM (MAGNUSDOTTIR i sur., 2015). Najvazniji proizvodaci B12 su
Pseudomonas denitrificans, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus reuteri i plantarum,
Clostridium difficile i butyricum, Fusobacterium spp. te Akkermansia muciniphila. Znac¢ajno
koncentracije vitamina B12 moglo bi se pripisati znacajnom smanjenju udjela obitelji
Akkermansiaceae, ukljucujuci ¢lana Akkermansia muciniphila u KOMS1 i KOMS3. Drugo
mogucée objasnjenje moglo bi biti da je povecanje udjela obveznih anaeroba iz roda
Lachnospiraceae, videno u KOMS1 i KOMS3, bilo na ratun smanjenja udjela potencijalno
patogenih fakultativnih anaeroba, poput Pseudomonas, Klebsiella i Fusobacterium, koji
proizvode vitamin B12. Vecée koncentracije vitamina B12 povezane su s razvojem
kolorektalnog karcinoma (ARENDT i sur., 2013), a uzrok tomu vjerojatno lezi u CM. Stoga je
pad koncentracije vitamina B12 vjerojatno jos$ jedan dokaz pozitivnih promjena u CM uslijed

unosa kiseloga kupusa.

Kiseli kupus mijenjajuéi sastav CM ocito ima imunomodulatorni potencijal, ali 1 antitumorski

potencijal, kao i mnoge druge fermentirane namirnice (Pyo i sur., 2024).

Dugotrajnost promjena izazvanih CM ispitana je iskljuc¢ivo u studiji dokazivanja koncepta
(KOMS?2). Ukoliko se gledaju promjene u CM u tri (prije, dan i mjesec nakon intervencije) u
odnosu na dvije vremenske tocke (prije 1 dan nakon intervencije) uocava se puno veci broj
znacajnih promjena u tri vremenske tocke. Po pitanju a-raznolikosti vidimo jo§ ve¢e smanjenje
promjena po pitanju relativnih udjela koljena (5 naspram 1), rodova (34 naspram 3), i
metabolickih puteva (14 naspram 10). Iako su uzorci CM uzimani nakon mjesec dana faze
ispiranja, stjeCe se dojam kao da je intervencija i dalje trajala. Naravno neke promjene
zabiljezene dan nakon prestanka intervencije, su se povratila nakon faze ispiranja: padaju
medijalne vrijednosti a-raznolikosti i F/B omjera, udjeli nekih rodova nakon pada ponovno
znacajno rastu (nespecifiéne Rhodospirillales (r=0,634)), dok drugi obrnuto nakon porasta
ponovno znacajno opadaju (Lachnospiraceae NK4A136 grupa (r=-0,627)). No, uzmemo li u
obzir sve gore navedene promjene, pogotovo one znacajne, ne lazno pozitivne, po pitanju
sastava i funkcionalnosti CM mozemo zakljuciti kako je potvrdna studija pokazala kako unos

250g kiseloga kupusa dnevno u trajanju od samo 10 dana moZe izazvati promjene u CM koje
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¢e biti vidljive ¢ak i nakon mjesec dana razdoblja bez ciljane, svakodnevne konzumacije
kiseloga kupusa. Nase istrazivanje sugerira kako uc¢inak kiseloga kupusa na CM nije prolazan,

barem mjesec dana.

5.3. Nuspojave unosa kiseloga kupusa kod ispitivanih Sportasa

Gore opisane promjene u CM izazvane unosom Kkiseloga kupusa prate i nuspojave. U oba
istrazivanja pracene su samo epizode probavnih nuspojava na dnevnoj razini, te je ucestalost
epizoda izraCunata naspram svih dana svih ispitanika (KOMS1=100 dana, KOMS2=110 dana)
(Tablica 37). Nasim istrazivanjima su pokazali kako je uslijed primjene kiseloga kupusa u dozi
od 250g tijekom 10 dana najveca vjerojatnost razvoja nadutosti (oko 16%), uz puno manju
vjerojatnost proljeva (3,3%) ili bolova u trbuhu (2,3%). Cinjenica kako su ispitanici u KOMS2
navodili i zatvor i mu¢nina kao nuspojavu za razliku od ispitanika u KOMS1 se moZe povezati
i s ve¢om heterogenos¢u sastava njihovih CM prije i dan nakon intervencije u usporedbi s
ispitanicima iz KOMSL. Bitno je napomenuti kako nakon tjedan dana intervencije broj epizoda
nuspojava drasticno pada, te je na Dan 8, 9 i 10 intervencije u oba istrazivanja naveden
minimalan broj nuspojava (jedan ispitanik po danu) te su sve nuspojave u tom razdoblju

iskljuc¢ivo nadutost ili bol u trbuhu.

Kiseli kupus, kao i sve drug fermentirane namirnice, su po definiciji sinbiotik jer uslijed
fermentacije sadrze i pro- i prebiotike. Unos i pro- i prebiotika povezan je s probavnim
nuspojavama (RAU i sur., 2024), te su one kod probiotika posebice dobro dokumentirane u
meta-analizama pri njihovoj primjene kod kroni¢nih upalnih bolesti crijeva i sindroma
iritabilnog kolona (FORD i sur., 2018; DoORE i sur., 2019) Kod prebiotika su one posljedica
njihovog osmotskog ucinka, te ovise o veli¢ini molekule koja uvjetuje fermentabilnost, nacinu
unosa (doziranje), radu probave te sastavu CM koji ¢e isti fermentirati (PIER 1 sur., 2020).
Mehanizmi kojima probiotici izazivaju probavne tegobe nisu razjasnjene u potpunosti (PACE i
sur., 2020). Moguc¢i uzroci probavnih tegoba kod probiotika su: povecanje obujma fermentacija
uslijed njihovog unosa, posljedi¢ne povecane proizvodnje SCFA koje imaju osmotski ucinak,
te njihova interakcija sa CM (CHANDRASEKARAN i sur., 2024). Razvoj probavnih nuspojava
kod probiotika ovisi 0 primijenjenom soju, dozi, zdravlju probave (funkcionalni ili upalni
poremecaj), te sastavu CM (DORE i sur., 2019). Smanjenje ucestalosti nuspojava, ali i tip
nuspojava koji se javlja nakon tjedan dana primjene kiseloga kupusa, sugerira kako prilikom
primjene kiseloga kupusa treba racunati na adaptaciju cjelokupnog probavnog sustava, a

posebice CM, nesto Sto poznajemo i iz primjene probiotika (JAGER i sur., 2019). U prilog
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adaptaciji probave na unos kiseloga kupusa, govori i porast vjerojatnosti uredne stolice (BTS 3
I 4) nakon tjedan dana intervencije u oba istrazivanja, koji je u KOMSI bio ¢ak i znacajan
(p<0,011). Tako da mozemo zakljuciti kako je primjena Kiseloga kupusa kod SportaSa povezana

s nuspojavama jer se ipak radi o sinbiotiku, ali nakon faze adaptacije dolazi do smirivanja istih.

5.4. Nedostaci provedenog istraZivanja

Zbog velikog broja ogranicenja istrazivanja, poglavito malenog broja ukljucenih ispitanika,
formiranje jasnih klinickih preporuka je onemoguceno. Tesko je procijeniti koji bi Sportas i
njegova CM profitirali od primjene kiseloga kupusa, odnosno od intervencije unosa 250g
kiseloga kupusa tijekom deset dana. Zbog tog preporuke u nastavku trebaju biti uzeti s najveéim

mogucim oprezom.

Fermentirane namirnice se generalno smatraju vrlo kvalitetnim izborom u smislu funkcionalne
hrane, ponajvise zbog njihove sinbiotske prirode (MARCO i sur., 2017). Tako da bi sudeci po
literaturi, generalno svakom SportaSu dobro doSao dodatan unos kiseloga kupusa. lako je tesko
definirati Sto je optimalan sastav i funkcionalnost CM zbog velikih interindividualnih razlika,
naSim istrazivanjima smo dokazali kako velikoj vecini Sportaa unos kiseloga kupusa dobro
dode. Profesionalni Sportasi, ispitanici KOMS1, su nakon intervencije kiselim kupusom dobili
CM optimalnijeg sastava po pitanju metabolicki aktivnih bakterija, a time i optimalniju
funkcionalnosti. Rekreativni Sportasi, ispitanici KOMS2, su nakon intervencije dobili CM
optimalnijeg sastava i funkcionalnosti, ovisno o tome kakva im je CM bila pocetno. lako mozda
ucinak Kiseloga kupusa na CM nije bio identi¢an, laboratorijski parametri i rad probave ukazuju
na slican uc¢inak na obje populacije. Uzastopnim analizom CM SportaSa mogla bi se pratiti
ucinkovitost intervencije kiselim kupusom, te predvidjeti kretanje specifi¢nih odrednica CM
kao Sto su a-raznolikost i neke taksonomske skupine. Laboratorijskom obradom krvi, konkretno
diferencijalne krvne slike i odredivanja B12, dobila bi se dodatna potvrda kako Sportas ima

koristi od unosa kiseloga kupusa.

Preporuka za minimalno trajanje unosa kiseloga kupusa za pozitivne rezultate je minimalno
tjedan dana, kao Sto smo pokazali longitudinalnom studijom te promjenama u radu probave i
nuspojavama u KOMS1 i KOMS2. Toliko s jedne strane traje faza adaptacije, a s druge strane
su se u longitudinalnoj studiji od sedmog dana nadalje B-raznolikost pocela razlikovati izmedu
uzoraka. Nasi rezultati sugeriraju kako se ve¢ nakon kratkotrajnoj razdoblja primjene kiseloga

kupusa mogu o&ekivati pozitivni ishodi iste. Sto dodatno potvrduju znaajne razlike u
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laboratorijskim parametrima u oba istrazivanja. No, s obzirom na razlike u rezultatima izmedu
KOMSL1 i KOMS2 je vjerojatno kod heterogenih sastava CM potrebno duze vrijeme unosa
kiseloga kupusa kako bi se vidjele znacajne promjene na razini cijele populacije ispitanika.
Sude¢i po znanstvenoj literaturi na temu modulacije CM fermentiranim namirnicama
(STIEMSMA i sur., 2020), idealno trajanje intervencije bilo bi Cetiri tjedna. Promjene koje kiseli
kupus izaziva u CM vidljive su u sastavu i funkcionalnost CM joS mjesec dana nakon zavrsetka
njegovog unosa. Sto znaci da u svrhu potencijalnog u¢inka na CM kiseli kupus ne mora biti

konzumiran tokom cijele godine, odnosno kad zbog sezonalnosti proizvodnje nije dostupan.

Preporuku za minimalnu koli¢inu kiseloga kupusa potrebnu za personalizaciju CM Sportasa na
temelju rezultati nasih istrazivanja nije moguce dati, jer je to stavka, koja za razliku od trajanja
intervencije, nije modificirana medu razli¢itim istrazivanjima. U naSim istrazivanjima koriStena
je doza od 250g kiseloga kupusa dnevno. Populacija Juzne Koreje, koja tradicionalno
konzumira triput dnevno kimchi, korejsku inaéicu kiseloga kupusa, u 2012. je u prosjeku pojela
oko 110 g ove fermentirane namirnice dnevno (KiMm i sur., 2020). Sto zna¢i da su ispitanici
naSih istrazivanja jeli viSe od dvostruku koli¢inu fermentirane namirnice nego prosjecni
stanovnik Juzne Koreje koji tijekom cijelog zivota jede tri porcije takve hrane uz svaki obrok.
Prilikom konceptualizacije studije dokazivanja koncepta koli¢ina je bazirana na preporucenoj
porciji salate u sklopu zdrave i uravnoteZzene prehrane od 200g (CARRUBA i sur., 2023). No,
uzmemo li u obzir vjerojatnost od 16% da ¢e netko od ispitanika tijekom trajanja intervencije
razviti nadutost uslijed unosa kiseloga kupusa, klinicka je preporuka definitivno smanjiti
koli¢inu unesenog kiseloga kupusa. Pogotovo uzmemo 1i obzir dnevnu koli¢inu koju
konzumiraju Korejci, ¢ija je probava i CM od djetinjstva adaptirana na unos fermentirane hrane,
bogate biogenim aminima i drugim komponentama koje mogu izazvati probavne tegobe (SAHA
TURNA i sur., 2024). Mozda bi upravo smanjenje koli¢ine umanjilo i vjerojatnost razvoja
nuspojava, 3% u naSim istrazivanjima, nakon faze adaptacije CM na kiseli kupus. Otvoreno je
pitanje da li bi smanjenje koli¢ine kiseloga kupusa imalo reperkusije na njegov uc¢inak na CM,
no s obzirom na gore navedenu preporuku produzivanja unosa vjerojatno bi smanjena koli¢ina

mogla izazvati isti u¢inak.

Najveci nedostatak ovih istrazivanja je malen broj ukljucenih ispitanika, kako u KOMSL i
KOMS?2, tako i KOMS3. Pored ogranicenih resursa, najveci izazov je bio ukljucivanje
profesionalnih Sportasa u istrazivanje. Zbog tog je u KOMSI bilo nuzno ukljuciti i Zensku

ispitanicu, a u KOMS2 ukljuciti i rekreativne, aktivne SportaSe. Zbog tog je velik broj lazno

132



pozitivnih rezultata po pitanju promjena unutar CM, pogotovo u pogledu taksonomskih skupina

prije i nakon intervencije.

Drugi nedostatak istraZivanje je Sto je koriSten Kkiseli kupus organskog porijekla, proizveden
bez primjene prehrambenih aditiva. Vecina komercijalno dostupnih proizvoda s kiselim
kupusom, sadrzavaju i kalijev sorbat, konzervans s antimikrobnim djelovanjem. Veliko je
pitanje da li bi tako proizveden kiseli kupus mogao poluciti istim rezultatima. Po pitanju
kiseloga kupusa je i veliki nedostatak Sto je isti pasteriziran, zbog ¢ega je mikrobna zajednica

finalnog proizvoda zasigurno izmijenjena.

Po pitanju koncepta istraZzivanja nedostatak je $to je u svim istrazivanjima koriStena intervencija
relativno kratkog trajanja, s obzirom na druge intervencijske studije na CM, i s istim koli¢inama
kiseloga kupusa. Zbog toga nedostaju mnogi vazni podaci za izradu konciznih klinickih

preporuka.

Daljnje ogranicenje istrazivanja je tehnoloski uvjetovano prirodom amplikon sekvenciranja: u
analizi mikrobne zajednice kiseloga kupusa, ali i uzoraka stolice ispitanika nije moguce
razlikovati izmedu zivih, aktivnih i nezivih bakterija. Odnosno u uzorcima kiseloga kupusa
nedostaje informacija koji su ¢lanovi mikrobne zajednice kod ispitivanih Sportasa aktivni i
sposobni kolonizirati CM, a uzorcima stolice ne mozemo razlikovati koje su bakterije zaista
¢lanovi CM ispitanika, a koje su bakterije porijeklom iz kiseloga kupusa. Drugi tehnoloski
nedostatak je ¢injenica kako je kao metoda koriStena sekvenciranje amplikona 16S rRNA, a ne
trenutni zlatni standard u literaturi sekvenciranja cijelog genoma (,,whole-genome-sequencing®,
WGS).

Drugi nedostatak istrazivanja je Cinjenica kako nisu ispitane posljedice promjena u CM na
sportsku izvedbu SportaSa: izdrZljivost, snagu ili neki drugi aspekt zdravstvenog statusa
SportaSa. S obzirom na izazove prehrane SportaSa, promjene u CM kao takve zasigurno nisu
dostatan razlog za uvodenje kiseloga kupusa u prehranu, bilo kao kratkotrajna intervencija bilo

dugoro¢na intervencija.

Dubinski problem ovih istrazivanja je ¢injenica kako je i dalje vrlo diskutabilno $to je optimalna
CM. Na primjeru a-raznolikosti, na koju primjena kiseloga kupusa moze ocito pozitivno ili
negativno utjecati, vidimo osnovnu problematiku istraZivanja na temu modulacije CM.
Nemamo referentne vrijednosti a-raznolikosti za op¢u populaciju, od koje otkloni mogli biti
interpretirani kao disbioza, patoloSko stanje CM. A kamoli SportaSe. Stoga tvrdnje povezane s

opservacijom kako su promjene pozitivne po CM treba tumaciti u kontekstu mnogih ¢imbenika.
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Buduca istrazivanja trebala bi istraziti potencijalne ucinke kiseloga kupusa na crijevnu
mikrobiotu aktivnih SportaSa ukoliko se primjenjuje dulje i u manjim koli¢inama. Takoder bi
trebala istraziti koliko dugo promjene izazvane unosom kiseloga kupusa ostaju znacajne.
Potencijalno bi se moglo istraziti da li je konzumacije slane otopine kiseloga kupusa, rasola,

jednako ucinkovita po pitanju modulacije crijevne mikrobiote kao Sto je kiseli kupus.
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6. ZAKLJUCCI



U ovom radu istrazivan je uc¢inak unosa kiseloga kupusa na crijevnu mikrobiotu, probavu i

laboratorijske parametre aktivnih SportaSa, te su pra¢eni ¢cimbenici zabune koji bi mogli utjecati

na rezultate kao $to su prehrana, san i fizicka aktivnost.

Iz analize rezultata ove disertacije moze se zakljuciti slijedece:

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

istrazivani kiseli kupus ima mikrobnu zajednicu bogatu metabolicki aktivnim bakterijama
istrazivani kiseli kupus ima mikrobnu zajednicu siromasnu bakterijama mlije¢ne kiseline
sastav mikrobne zajednice kiseloga kupusa ovisi 0 udjelu krutei teku¢e komponente,
odnosno kupusa i slane otopine (rasola)

kiseli kupus konzumiran tijekom deset dana u koli¢ini od 250g dnevno ne utjece znacajno
na a-raznolikost crijevne mikrobiote kod profesionalnih sportasa

kiseli kupus konzumiran tijekom deset dana u koli¢ini od 250g dnevno kod profesionalnih
SportaSa utjece znacajno na sastav i funkcionalnost crijevne mikrobiote

kiseli kupus konzumiran tijekom deset dana u koli¢ini od 250g dnevno kod rekreativnih
SportaSa ne utjece znacajno na sastav i funkcionalnost crijevne mikrobiote

kiseli kupus konzumiran tijekom deset dana u koli¢ini od 250g dnevno kod rekreativnih
SportaSa izaziva znacajne dugorone promjene na razini sastava i funkcionalnosti crijevne
mikrobiote

kiseli kupus konzumiran tijekom deset dana u koli¢ini od 250g dnevno kod aktivnih
Sportasa izaziva promjene ovisne o po¢etnom sastavu crijevne mikrobiote

kiseli kupus konzumiran tijekom deset dana u koli¢ini od 250g dnevno kod aktivnih

Sportasa izaziva probavne nuspojave, pogotovo u prvom tjednu unosa

10) kiseli kupus konzumiran tijekom deset dana u koli¢ini od 250g dnevno kod aktivnih

SportaSa izaziva znacajne promjene u diferencijalnoj krvnoj slici i koncentraciji vitamina
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