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1. UVOD

“Sve bolesti zapocinju u crijevu.*
- Hipokrat 460 BC

Pojmove mikrobiote i mikrobioma se prvenstveno povezuje s mikroorganizmima koji
obitavaju u ljudskom debelom crijevu. Neki znanstvenici tvrde za mikrobiotu da je ona visoko
specijaliziran organ koji sadrZi zajednicu mikroba Cija metaboli¢ka aktivnost ima direktan
utjecaj na zdravlje ili bolest ljudi. Najnovije istrazivanje je dalo rezultate koji procjenjuju da
se u i na ljudskom tijelu nalazi bakterija tezine do 0,2 kg, odnosno 3,8*10™ bakterija, §to
znaci da je omjer mikrobnih i ljudskih stanica otprilike 1:1 naspram dosadasnjih tvrdnji da je
u ljudskom tijelu 10 puta vise bakterijskih nego ljudskih stanica (Sender i sur., 2016). Takoder
se procjenjuje da se crijevna mikrobiota sastoji od 500-1000 zasebnih vrsta bakterija koje sve
pripadaju u sedam bakterijskih koljena od ¢ega 64% ukupne mikrobiote ¢ine bakterije koljena
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria te manje od 1% pripada koljenima
Verrucomicrobia, Cianobacteria i Fusobacteria (D’Argenio i Salvatore, 2015; Xu i Knight,
2014). Crijevna mikrobiota je slozen i dinamiCan ekosistem koji obitava u simbiozi s
organizmom domacina, ima na njega razli¢it utjecaj i moze djelovati na metabolizam,
imunoloski i endokrini sustav, a svake kvantitativne i kvalitativne promjene u sastavu crijevne
mikrobiote mogu rezultirati disbiozom koju istrazivanja povezuju s povec¢anom incidencijom
raznih upalnih crijevnih bolesti (Ursell i sur., 2012; Borody i sur., 2013). Kako bi se bolje
shvatio taj simbiotski odnos, potrebno je istraZziti i definirati tzv. ,,core microbiome*, odnosno
sastav mikrobiote zdrave populacije na temelju kojeg bi se lakse uocile promjene koje bi se
mogle povezati s pojavom bolesti. Upravo se ovom problematikom bave MetaHIT * i HMP?
projekti koji su najnovijim sekvencijskim analizama metagenoma iznjedrile katalog gena
mikroorganizama u kojem je identificirano 3.3 milijuna ne redundantnih mikrobnih gena §to
je otprilike 150 puta viSe od ljudskog genoma i na taj nac¢in pomogli u lakSem shvacanju
uzajamnih djelovanja mikrobiote i domacina (Lozupone i sur., 2012). Poveéanjem znanja i
razumijevanja funkcija mikrobioma bi se omoguéio razvoj novih dijagnostickih,
prognostickih i terapeutskih strategija koje se baziraju na manipulacijama mikrobiote kako bi
se na taj nacin utjecalo na ljudsko zdravlje. 1z tog razloga se veliki napori ulazu u razvoj
novih sustava 1 modela kojima bi se ucinkovito simulirali uvjeti debelog crijeva i time

omogucilo istraZivanje utjecaja razliitih intervencija na sastav mikrobiote u samom sustavu.

! MetaHIT- eng. ,,European Metagenomics of the Human Intestinal Tract Project
2 HMP- eng. ,,Human Microbiome Project*



In vitro modeli omogucuju brze, jednostavne i jeftine nafine proucavanja ljudskog
mikrobioma u jednom ili viSe odjeljaka crijeva i to duz cijelog probavnog sustava i upravo se
zbog navedenih karakteristika najve¢i napori ulazu u istrazivanje adekvatnosti,
reproducibilnosti i podobnosti razli¢itih in vitro sustava koji se koriste u istrazivanjima

crijevne mikrobiote.

Svrha ovog rada je bila ispitati koliko je odabrani 1 prilagodeni in
vitro sustav podoban za odrzavanje postojanog sastava inokulirane mikrobiote, pratiti odgovor
mikrobiote na uvjete uzgoja u in vitro sustavu, utjecaj hranjive podloge na mikrobiotu te

reproducibilnost samog sustava.



2.TEORIJSKI DIO
2.1. GRADA | FUNKCIJA DEBELOG CRIJEVA

Debelo crijevo se proteze od krajnjeg dijela ileuma do anusa. Dugo je otprilike 1.5
metara i &ini jednu petinu ukupnog crijeva ovjeka. Otprilike 1500 mL himusa® svaki dan ude
u debelo crijevo gdje se apsorbira glavnina vode i elektrolita te se kona¢no stolicom izluci tek
50 — 200 mL tekucine. Stolica se normalno sastoji od oko tri ¢etvrtine vode i jedne Cetvrtine
krute tvari u kojoj 30% otpada na anorganske tvari, 2 — 3% ¢ine bjelancevine te oko 30% Cine
grubi neprobavljeni ostatci hrane te osuSeni sastojci probavnih sokova i oljustene epitelne
stanice. Debelo crijevo se dijeli na cekum, kolon, rektum i analni otvor pri ¢emu se kolon
dalje dijeli na uzlazni, popreéni, silazni te sigmoidalni kolon.

Uzlazni kolon se uzlazno nastavlja na cekum, smjesten je u plitku udubinu ispod
desnog reznja jetre i desno od Zuénog mjehura. Dug je otprilike 10-15 centimetara. Najveci
dio apsorpcije se odvija upravo u ovom dijelu debelog crijeva te se stoga ovaj dio naziva i
“apsorpcijski kolon”. Poglavito se apsorbiraju elektroliti poput natrija i Klorida te poglavito
voda, a pH koji prevladava u ovom dijelu kolona varira izmedu 5.5 - 6. Na uzlazni kolon se
vrijednosti uglavnom 6 - 6.5, nakon ¢ega slijedi silazni dio kolona. Silazni kolon je manji od
uzlaznog te smjeSten dublje u trbusnoj Supljini jer se ispred njega nalaze navoji tankog crijeva.
Dug je otprilike 25 centimetara te za razliku od uzlaznog koji ve¢inom sluzi za apsorpciju,
silazni kolon uglavnom sluzi za pohranjivanje pa se zato joS naziva i “skladiSnim kolonom”, a
pH u ovom dijelu je poglavito od 6.5 - 7 (Grey i Lewis, 1918; Guyton i Hall, 2010; Brugere i
sur., 2011).

Slika 1. Dijelovi debelog crijeva (Prilagodeno od Anonymous, 2016)

3 Himus — smjesa koja nastaje u Zeludcu mijeSanjem hrane i Zelud¢anih sokova odakle dalje odlazi u tanko i kona¢no u debelo crijevo (Struna, 2011).



Debelo crijevo ima cetiri sloja: serozni, miSi¢ni, mukozni sloj i rahlo vezivno tkivo.
Serozni sloj (lat. “Tunica serosa”) je dio peritoneuma i obavija djelomi¢no ili potpuno
razlicite djelove debelog crijeva. Misi¢ni sloj (lat. “Tunica muscularis™) se sastoji od vanjskih
uzduznih popreéno prugastih i unutarnjih glatkih kruznih misi¢a. Uzduzna misi¢na vlakna ne
formiraju kontinuiran sloj duz cijele povrSine debelog crijeva. Primjerice u cekumu i kolonu
oni su rasporedeni u 3 ravna uzduzna pojasa koja su kraca od ostalih slojeva koja obavijaju
crijevo 1 sluze za formiranje ispupcCenja karakteristicnih upravo za cekum 1 kolon. Kruzni
misici tvore tanki sloj 1 vazni su za kontrakciju crijeva prilikom koje se sadrzaj u crijevu
pomice iz jednog dijela u drugi. Mukozna membrana (lat. “Tunica mucosa”) je svijetli, glatki
sloj koji za razliku od mukoznog sloja u tankom crijevu ne sadrzi crijevne resice i glavna joj
je uloga lucenje sluzi. U njoj se takoder nalaze mukozne zlijezde i limfni ¢vorovi. Rahlo

vezivno tkivo (lat. “Tela sub mucosa”) povezuje miSi¢ni i mukozni sloj (Grey i Lewis, 1918).
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Slika 2. Struktura epitela debelog crijeva (Prilagodeno prema Durston, K., 2015).

2.2. MIKROBIOTA I NJEN ZNACAJ ZA ZDRAVLJE COVJEKA

Humana mikrobiota se definira kao zajednica mikroorganizama u koju pripadaju
bakterije, arheje, virusi i pojedini jednostanic¢ni eukarioti koji obitavaju u specifi¢noj okolini u
i na ljudskom tijelu. Drugi izraz koji se koristi u istrazivanju i opisivanju mikrobiote jest
mikrobiom, izraz koji je prvi puta upotrijebio Joshua Lederberg kako bi oznacio ekolosku
zajednicu komenzalnih, simbiotskih i patogenih mikroorganizama koji obitavaju u tijelu.
Danasnja definicija je da mikrobiom predstavlja sveukupan geneticki materijal odredene
mikrobiote. Podru¢je molekularnih istrazivanja koja proucavaju slozenost mikrobioma se

naziva metagenomika (D’ Argenio i Salvatore 2015; Lederberg i McCray, 2001).



Crijevna mikrobiota obavlja razne funkcije koje ljudsko tijelo nije u moguénosti samo
provesti i zbog toga se moze re¢i da mikrobiota obitava u simbiozi s ljudima. Neke od funcija
koje mikrobiota obavlja su odrzavanje normalnih probavnih i imunoloskih funkcija. U to se
ubrajaju: fermentacija ljudima inace neprobavljivih sastojaka hrane kao S$to su primjerice
netopljiva vlakna, sinteza vitamina, osobito vitamina B9, B12 i vitamina K te nekih drugih
esencijalnih mikronutrijenata, metaboliza prehrambenih toksina i karcinogena, konverzija
kolesterola i Zu¢nih soli koje dospiju u debelo crijevo. Mikrobiota doprinosi sazrijevanju
imunoloskog sustava, utjee na rast i diferencijaciju enterocita, regulaciju crijevne

angiogeneze i zaStitu od enteri¢kih patogena (Gérard, 2016).

Zbog razli¢itih funkcija koje mikrobiota vrS$i u ljudskom crijevu, poput sinteze
odredenih vitamina i enzima vaznih za razgradnju inace neprobavljivih sastojaka hrane, moze
se re¢i da ljudi zapravo imaju dva genoma, jedan koji nasljeduju od roditelja te drugi Kkoji
dobiju od mikrobiote. Najbitnija razlika izmedu njih je ta da naslijedeni genom ostaje stabilan
tokom cijelog zivota dok genom dobiven od mikrobiote podlijeZe razli¢itim utjecajima $to ga
¢ini vrlo dinami¢nim (D’Argenio i Salvatore, 2015). Kapacitet kodiranja sveukupnog
mikrobnog genoma je puno veci od genetickog kapaciteta kodiranja koji ima ljudski genom.
Crijevni mikrobiom kodira biokemijske puteve koje ljudski mikrobiom jo$ nije razvio i zbog
toga se smatra da je ljudska crijevna mikrobiota individualni organ koji se nalazi u
probavnom sustavu i koji ima metabolicki kapacitet veci ¢ak i od jetre za koju se smatra da je

najsvestraniji ljudski organ (Egert i sur., 2006).

2.2.1. Promjena mikrobiote kroz Zivotnu dob i ¢imbenici koji utjeCu na sastav
mikrobiote u debelom crijevu

Sve donedavno se smatralo kako je ljudsko debelo crijevo sterilno prije rodenja, ali
najnovija istrazivanja su pobila takve tvrdnje nakon otkrica da crijevni mikrobiom postoji i in
utero. Sekvencioniranjem 16S rRNA gena iz uzoraka prvog mekonija zdrave novorodencadi
otkriveno je da mekonij sadrzi relativno jednostavnu i oskudnu mikrobiotu u kojoj su
predominantno bakterijski rodovi poput Escherichia-Shigella, Enterococcus, Leuconostoc,
Lactococcus i Streptococcus (Jimenez i sur., 2008). Daljnja istrazivanja su utvrdila da se in
utero mikrobiom ne nalazi samo u crijevima fetusa nego takoder i u posteljici. I taj
mikrobiom je oskudan poput onoga u crijevima, ali je unato¢ svom malom broju vrlo

.....

Mikrobiom posteljice ve¢inom ¢ine nepatogene komenzalne bakterije iz koljena Firmicutes,



Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes i Fusobacteria (Hollister i sur., 2014; Aagaard i
sur., 2014 ).

Poznato je da crijevo novorodenceta inicijalno sadrzi i malo kisika $to omoguduje
aerotolerantnim bakterijama iz porodice Enterobacteriacae i rodova Streptococcus |
Staphylococcus da budu medu prvim bakterijama koje koloniziraju crijevo novorodenceta.
Povecanjem broja fakultativno anaerobnih bakterija, kisik iz crijeva se troSi i redoks
potencijal pada na negativne vrijednosti ¢ime se stvaraju uvjeti koji pogoduju anaerobnim
bakterijama iz rodova Bifidobacterium, Bacteroides i Clostridium nakon ¢ega se one po€inju
umnozavati 1 njihova zastupljenost raste dok istodobno opada zastupljenost bakterija prisutnih

u crijevu u prvim tjednima Zivota (Conway P.L., 1995).

Pocetni sastav crijevne mikrobiote novorodenceta ovisi i o tome da li je dijete
rodeno vaginalnim putem ili carskim rezom. Novorodencad rodena vaginalnim putem imaju
mikrobiotu sli¢niju mikrobioti maj¢ine vagine. Sastav takve mikrobiote poglavito obiluje
bakterijskim rodovima Lactobacillus i Prevotella, dok novorodencad rodena carskim rezom
imaju mikrobiotu kojom dominiraju bakterijski rodovi Staphylococcus, Corynebacterium i
Propionibacterium $to oznacava mikrobiotu koja je viSe nalik mikrobioti na kozi majke. Osim
naéina poroda, na sastav mikrobiote utjecaj ima i nacin hranjenja novorodenceta. To bi
znaCilo da bebe dojene majc¢inim mlijekom koje sadrzi nutrijente poput oligosaharida,
razli¢itih antitijela i komenzalne bakterije imaju mikrobiotu kojom dominiraju bakterije roda
Bifidobacterium te u usporedbi s bebama koje su hranjene formulama imaju nizu razinu

bakterija roda Atopobium (Hollister i sur., 2014; Xu i sur., 2014).

Tokom odrastanja se dolazi u doticaj s razli¢itim okoliSem te se povecava sloZenost i
raznolikost hrane te se shodno tome povecava i sloZzenost mikrobiote. Smatra se da je slicnost
sastava crijevne mikrobiote djeteta od tri godine i crijevne mikrobiote odrasle osobe 40-60%.
Kako starimo, udjeli rodova Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii i nekoliko
pripadnika koljena Firmicutes opadaju, dok se udjeli E.coli, bakterija koljena Proteobacteria i
roda Staphylococcus povecavaju (Hollister i sur., 2014). Crijevni mikrobiom starijih osoba
odlikuje slabija sposobnost biosinteze vitamina Bi,, smanjena aktivnost mikrobnih reduktaza,
slabiji imunoloski sustav i slabija sposobnost neutraliziranja produkata koji nastaju u tijelu
uslijed izlodenosti razliitom stresu §to navodi na zakljucak da crijevni mikrobiom starijih

osoba predstavlja proinflamatorni fenotip (Lan i sur., 2013).



Mikrobiota odrasle osobe je relativno stabilna i postojana i u njenom sastavu
dominiraju bakterije koljena Bacteroidetes, Firmicutes i Actinobacteria. Ipak, crijevna
mikrobiota se razlikuje od osobe do osobe te se takoder mijenja i unutar ¢ovjeka ovisno o
razli¢itim endogenim i egzogenim ¢imbenicima kojima osoba podlijeze (Xu i Knight, 2014).
carskim rezom) te nacin hranjenja nakon poroda (dojenje maj¢inim mlijekom ili hranjenje
formulama), a kasnije veci utjecaj na sastav mikrobiote imaju ¢imbenici poput geografskog
podrucja odrastanja, spol, ucestalost upotrebe antibiotika, mikrobno medudjelovanje, genotip,
dob, konzumacija probiotika i prebiotika. Ipak, najveci utjecaj na sastav mikrobiote 1 dalje

ima prehrana (Sankar i sur., 2015).

Mikrobna medudjelovanja u kombinaciji s natjecanjem mikroorganizama za izvore
energije su odavno poznate vazne determinante sastava crijevne mikrobiote. Najcesc¢i
mehanizmi interferencija ukljuuju proizvodnju toksi¢énih metabolita i specificnih

antimikrobnih spojeva kao $to su bakteriocini® (Dethlefsen i sur., 2006)

Sljede¢i vazan ¢imbenik koji utjeCe na sastav mikrobiote jest upotreba antibiotika.
Upotreba antibiotika pridonosi smanjenju taksonomske raznolikosti i uzrokuje trajne
promjene u sastavu mikrobiote kod velikog dijela ljudi. Istrazivanja potvrduju da kratkotrajna
upotreba antibiotika Sirokog spektra u trajanju od samo 7 dana moze imati u¢inak na sastav
mikrobiote i dvije godine nakon upotrebe lijeka. Uc¢inak koji uzrokuje upotreba antibiotika je
ve¢inom smanjena raznolikost pojedinih bakterijskih koljena poput Bacteroidetes i koljena
Actinobacteria, ¢ije smanjenje raznolikosti je uofeno nakon terapije antibioticima protiv
H.pylori. Prestankom uporabe antibiotika, ponovo se uspostavlja mikrobna zajednica u
debelom crijevu te je primijeceno da je nanovo uspostavljena mikrobiota manje otporna, §to
omogucuje bakterijama koje prije upotrebe antibiotika nisu obitavale u crijevu pojedinca da
prerastu komenzalne mikroorganizme i na taj naéin uzrokuju trajne promjene u strukturi
mikrobiote 1 potencijalno pridonesu razvoju razli¢itih bolesti. lzuzev smanjenja
bioraznolikosti mikrobiote u debelom crijevu, dodatna zabrinutost kod upotrebe antibiotika
jest i pojava otpornosti patogenih bakterija na antibiotike (Clemente i sur., 2012; Jandhyala i
sur., 2015).

Uz sve prethodno navedene ¢imbenike koji utjeCu na sastav mikrobiote, prehrana i

dalje ima najveci utjecaj na oblikovanje sastava, raznolikosti i zastupljenosti mikrobiote u

* Bakteriocini- mikrobicidni proteini koje proizvode bakterije i oni sprjeavaju rast srodnih bakterija u blizini
(Dethlefsen i sur., 2006).



debelom crijevu ¢ovjeka. S brojnijom i raznovrsnijom mikrobiotom se povezuje prehrana koja
obiluje voéem, povréem i hranom koja sadrzi prehrambena vlakna. Ovakva prehrana
podrazumijeva komzumaciju poglavito ugljikohidrata od kojih velik udio ¢ine netopljiva
vlakna pa je stoga i razumljivo da je u crijevima pojedinaca na ovakvoj prehrani detektirana
veca zastupljenost bakterija koljena Firmicutes poput Ruminococcus bromii, Roseburia i
Eubacterium rectale (Walker i sur., 2011). Pri istrazivanju utjecaja prehrane na sastav
mikrobiote, poglavito se naglasava utjecaj dugotrajne, odnosno ustaljene prehrane naspram
kratkotrajnih prehrambenih ,,intervencija® koje ukljuCuju razne dijete. Ova tvrdnja je
potvrdena i istrazivanjem u kojem je otkriveno da su bakterije roda Prevotella bile
zastupljenije kod ljudi koji su konzumirali prehranu koja je obilovala ugljikohidratima i
vlaknima, dok su bakterije roda Bacteroidetes bile zastupljenije u pojedinaca koji su se hranili
tzv. ,,zapadnjaCkom prehranom“ koju karakteriziraju visok udjel proteina i masti u
svakodnevnoj prehrani (Wu i sur., 2011). Uz prehranu se Cesto veze i konzumacija probiotika
i prebiotika kao jednih od glavnih ¢imbenika koji imaju povoljan ucinak na mikrobiotu.
Probiotici su kulture zivih mikroorganizama koji pomazu u odrzavanju zdravlja ljudi pod
uvjetom da su uneseni u preporucenim koli¢inama, dok su prebiotici neprobavljivi sastojci
hrane koji selektivno stimuliraju rast i/ili aktivnost jedne ili ograni¢enog broja bakterija u
debelom crijevu 1 na taj nacin utjeCu na zdravlje domacina (Gibbson 1 Roberfroid, 1995).
Glavni cilj njihove konzumacije kao funkcionalne hrane je poboljSanje zdravlja potrosaca
selektivnom promjenom sastava i aktivnosti prisutne crijevne mikrobiote, a to se moze
najbolje posti¢i zajedni€kim unosom 1 probiotika i prebiotika, zdruzeno nazvanih sinbiotici

(Tobergte i Curtis, 2013).

2.2.2. Utjecaj sastava crijevne mikrobiote na zdravlje ¢ovjeka

Sve vise istrazivanja provodi se u svrhu otkrivanja na koje sve sustave i organe u tijelu
mikrobiota ima ucinak, te kakav je to¢no taj u€inak na ¢ovjekovo zdravlje. Tako se promjene
u mikrobnom sastavu povezuju s razli¢itim bolestima probavnog sustava kao §to su: sindrom
iritabilnog crijeva, alergije, autoimune bolesti, rak debelog crijeva, nekrotizirajuéi
enterokolitis, Crohnova bolest, ulcerozni kolitis, dijabetes tip 2, nealkoholni steato-hepatitis i
u najve¢em dijelu pretilost 1 metabolicki sindrom. Osim utjecaja koji mikrobiota ima na
dijelove probavnog sustava i bolesti vezane uz njega, otkriveno je da mikrobiota uvelike
utjeCe na razvoj i normalno funkcioniranje imunolo$kog sustava te takoder na sredi$nji

ziv€ani sustav (Sankar i sur., 2015; D’ Argenio i Salvatore, 2015).



Crijevna mikrobiota pridonosi imunomodulaciji i prirodenog i steCenog
imunoloskog sustava. To se poglavito odnosi na limfati¢no tkivo probavnog sustava (eng.
,,Gut Associated Lymphoid Tissue“- GALT) , efektorne i regulatorne T- stanice, IgA stanice
koje proizvode B plazma stanice, makrofage i dendriticke stanice koje se nalaze u ,,lamina
propria® gdje mikrobiota pomaze pri normalnom sazrijevanju stanica te njihovoj adekvatnoj
aktivaciji koja je esencijalna za njihovo normalno djelovanje. Jedna od bitnih interakcija
prirodenog imunoloSkog sustava s crijevnom mikrobiotom se pokazala i vrlo vaznim
epigenetickim faktorom u razvoja dijabetesa tipa 1 kod mrsavih miseva s dijabetesom (NOD
miSevi). Pokazalo se da NOD misevi koji ne posjeduju MyD88 adaptorski protein esencijalan
za razne signalne puteve i receptore prirodenog imuniteta, ne razvijaju dijabetes. Ovaj ucinak
se pripisuje crijevnoj mikrobioti jer jer primije¢eno da kod ,,germ-free” NOD miseva koji
posjeduju MyDS88 protein dolazi do razvoja tezeg oblika dijabetesa, ali kad se ovakvi miSevi
koloniziraju mikrobiotom NOD miSeva bez MyD88 proteina, dolazi do ublaZzavanja dijabetesa

(Wen i sur., 2008; Jandhyala i sur., 2015).

Pretpostavlja se da se 95% serotonina, takozvanog hormona sreée, nalazi u crijevu, a
ne u mozgu kao $to se opcenito smatra. Ovaj neurotransmiter jer vazan kod mnogih bolesti jer
se njegovo disbalans povezuje s pojavom depresije, migrena i drugih neuropsihijatrijskih
bolesti, a u novije vrijeme se koristi i kod lije€enja sindroma iritabilnog crijeva (Kim 1
Camilleri, 2000). Vecina istrazivanja utjecaja crijevne mikrobiote na morfologiju mozga se i
dalje vrsi na miSevima, te iako postoje odredene razlike izmedu mozga ¢ovjeka 1 miSa, 1 dalje
se smatra kako su miS§ji modeli dovoljno dobri za ovakva istrazivanja. Otkriveno je da
odredeni mikrobni metaboliti mogu pro¢i kroz krvno-moZdanu barijeru i potom modulirati
mozdanu morfologiju i samu krvno-moZdanu barijeru. IstraZzivanje na germ-free miSevima je
pokazalo da takvi miSevi imaju propusniju krvno-mozdanu barijeru, a nakon kolonizacije
njihovih crijeva s Clostridium tyrobutyricum i B. thetaiotaomicron koje proizvode razne
SCFA® primijeéeno je smanjenje propusnosti barijere. Podto toan mehanizam ovakvog
djelovanja nije jo§ utvrden, potrebno je provesti daljnja istrazivanja (Schroeder i Béckhed,

2016).

Smatra se da crijevna mikrobiota ima ulogu i kod pojave raka debelog crijeva kod
ljudi. Rak debelog crijeva se povezuje s povisenom zastupljenos¢u Fusobacterium, invazivne
anaerobne bakterije koju se prethodno povezivalo samo s upalnim bolestima crijeva. lako

to¢na uloga Fusobacterium u nastanku raka nije poznata, zna se da njena prisutnost doprinosi

® SCFA- eng. ,,Schort Chain Fatty Acid* — Kratkolantane masne kiseline



razvoju upale koja je rizi¢ni faktor za razvoj raka debelog crijeva. Takoder je primijecena
smanjena zastupljenost Proteobacteria, Bifidobacteria, Prevotella i smanjena proizvodnja
SCFA dok je istodobno povisena zastupljenost Firmicutes, Bacteroidetes i Enterobacteriacae.
Nekoliko istrazivanja je izvijestilo da je zastupljenost dviju specificnih bakterijskih vrsta
poviSena u tkivima kod raka debelog crijeva, a to su Akkermansia muciniphila i

Fusobacterium nucleatum. (Grice i Segre, 2012; DeGruttola i sur., 2016).

Upalna bolest crijeva, u koju se svrstavaju ulcerozni kolitis i Crohnova bolest, je
kroni¢na bolest nepoznate etiologije. Karakteriziraju ju izmjenjujuéa pojavnost akutne upale i
faze remisije. Postoje indikacije da je za akutnu upalu kod upalne bolesti crijeva barem
djelomicno zasluzan nepravilan imunoloski odgovor na luminalnu crijevnu mikrobiotu koju
se moze podijeliti na onu koja pridonosi zdravlju i onu koja je Stetna za zdravlje domacina.
Takva promjena sastava mikrobiote u debelom crijevu se naziva disbioza. Disbiozu kod
Crohnove bolesti karakteriziraju porast zastupljenosti Ruminococcus gnavus i opadanje
zastupljenosti Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium adolescentis, Dialister invisus i
Clostridium cluster XIVa. Za Faecalibacterium prausnitzii je poznato da je jedan od glavnih
proizvodaca butirata u crijevu koji djeluje kao protuupalni agens te je vrlo bitan izvor energije
za epitelne stanice crijeva i samim time vrlo bitan u zastiti epitelne barijere crijeva. In vitro
istrazivanja su pokazala da butirat suzbija imuno-upalni odgovor na nacin da inhibira
aktivaciju transkripcije faktora NF-«xB i time produkciju proupalnih citokina TNF i IL-12 te
istovremeno potpomaze proizvodnju protuupalnog citokina IL-10. (DeGruttola i sur., 2016;
Rose i sur., 2010). Na temelju saznanja da disbioza pridonosi razvoju upalnih bolesti crijeva,
kao potencijalni nacin lije¢enja predlozena je fekalna transplantacija. Fekalna transplantacija
je postupak transfera crijevne mikrobiote iz zdravog donora u crijevo oboljele osobe s ciljem
uspostavljanja stabilne crijevne mikrobiote u oboljele osobe. Postoji nekoliko nacina fekalne
transplantacije: putem nazogastri¢ne sonde, nasojejunalne sonde, retencijskim klistirom ili
kolonoskopski. Fekalna transplantacija se najceS¢e provodi kod kroni¢ne upale uzrokovane
bakterijom Clostridium difficile kod koje je u 90% slucajeva nakon fekalne transplantacije
doslo do izljecenja. Taj postotak kod lijecenja kroni¢nih upala crijeva ovom metodom je ipak
nizi te su stoga potrebna daljnja detaljna istrazivanja koja bi trebala analizirati sastav
mikrobiote i tankog crijeva i debelog crijeva prije i nakon fekalne transplantacije kako bi se
bolje razumjeli mehanizmi djelovanja ovakve terapije te kako bi se utvrdili to¢ni
mikroorganizmi 1 njihovi produkti koji su uklju¢eni u patogenezu upalnih bolesti crijeva.
Nakon pronalaska odgovora na ove nepoznanice, postojala bi mogucnost pronalaska

specifiénih korisnih mikroba ili inhibitora odredenih Stetnih mikroba i njihovih produkata te
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se na taj nacin poboljsalo zdravlje oboljele osobe (Borody i sur., 2013; Li i sur., 2016; Smits i
sur., 2013).

2.2.3. Mikrobiota i pretilost

Prema WHO-u®, pretilost se definira kao prekomjerno nakupljanje masti u tijelu koje
potencijalno moze narusiti zdravlje Covjeka. Prema statistiCkim podacima WHO-a iz 2014.
godine, u svijetu je preko 600 milijuna pretilih ljudi. Kad se ta brojka stavi u postotke, 11%

muskaraca i 15% Zena na svijetu je pretilo. Za odredivanje stupnja uhranjenosti se najcesce

_ .. . v . tjelesna tezina u kilogramima
koristi BM1’ koji se izraGunava prema formuli: — g

I potom se

(tjelesna visina u metrima)?
odreduje stupanj uhranjenosti prema odgovaraju¢im rasponima prikazanim u Tablici 1.
Glavna pretpostavka za razvoj pretilosti i dalje je neravnoteza u unosu i potrosnji energije, ali
usporedbom crijevne mikrobiote zdrave, normalno uhranjene i pretile osobe uviden je

medusobni utjecaj mikrobiote na pretilost i obrnuto (WHO, 2014).

Tablica 1. Stupanj uhranjenosti prikazan kao raspon BMI(kg/m?)

BMI(Body Mass Index) Opis
<18,5 kg/m* Pothranjenost
18,6-24,9 kg/m® Normalna uhranjenost
BMI= kg/m? Pretilost l.stupnja
25,9-29,9 kg/m? (Prekomjerna tjelesna
tezina)
30,0-34,9 kg/m* Pretilost Il.stupnja
>35,0 kg/m” Pretilost I11. stupnja

Uz ve¢ determinirane ¢imbenike koji potencijalno mogu doprinijeti razvoju pretilosti
poput genetike 1 nepravilnih prehrambenih navika, novija istraZivanja pokazuju da crijevna
mikrobiota takoder moze utjecati na metabolizam covjeka. Osobe normalne tjelesne tezine
imaju raznolikiju crijevnu mikrobiotu od pretilih osoba, a osim same raznolikosti postoje
indicije da pretilost pridonosi promjeni sastava mikrobiote na nafin da povecava omjer
bakterijskih koljena Firmicutes/Bacteroidetes u debelom crijevu §to se smatra nepozeljnim
(Ley i sur., 2006).

® WHO (eng. “World Health Organization™) — Svjetska zdravstvena organizacija
" BMI (eng. “Body Mass Index™) — Indeks tjelesne teZine

11



Mehanizmi kojima crijevna mikrobiota utjeCe na pretilost kod ljudi su izrazito
kompleksni i komplicirani te stoga i dalje uglavnhom nepoznati. Ipak, neki od utjecaja
mikrobiote kojima ona pridonosi razvoju pretilosti su: poveéano oslobadanje energije u tijelu
uslijed hidrolize i fermentacije polisaharida koje domacin samostalno ne moze probaviti,
visoke razine fermentiranih kratkolan¢anih masnih kiselina koje poticu adipogenezu,
ekspresija gena povezanih s pretiloS¢u i povecana proizvodnja plazmatskih lipopolisaharida
(LPS) koji uzrokuju upalu i pretilost (Chen i sur., 2014). Na temelju saznanja dosadas$njih
istrazivanja, smatra se da se sastav crijevne mikrobiote Covjeka mijenja kao odgovor na
prehrambene utjecaje 1 gubitak tjelesne tezine (Turnbaugh i sur., 2009). Bakterije koljena
Firmicutes su zastupljenije u crijevima pretilih osoba, dok su bakterije koljena Bacteroidetes
zastupljenije u osoba normalne tjelesne tezine. Smanjenjem tjelesne tezine kod pretilih osoba
dolazi do povecanja zastupljenosti bakterija koljena Bacteroidetes sto pokazuje da se sastav
crijevne mikrobiote moze promijeniti shodno s promjenom kalorijskog unosa te se na temelju
ovakve promjene omjera Firmicutes/Bacteroidetes smatra da modifikacija prisutne

mikrobiote mozZe biti korisna za tretiranje pretilosti (Ley i sur., 2006; Remely i sur., 2015).

Bakterije roda Lactobacillus, koje pripada koljenu Firmicutes,u ulozi promotora rasta
se povezuju s porastom tjelesne tezine i upalnim procesima povezanim s pretiloséu
(Armougom i sur., 2009). Istrazivanja su pokazala da bakterijske vrste Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum i Lactobacillus ingluviei
pridonose poveéanju tjelesne tezine dok bakterijske vrste Lactobacillus plantarum i
Lactobacillus gasseri se povezuju s gubitkom tjelesne tezine. Medutim, postoje istrazivanja u
kojima ipak nisu uocene znacajne razlike u zastupljenosti bakterija Firmicutes i Bacteroidetes
koljena kod pretilih osoba i osoba normalne tjelesne tezine §to znaci da su potrebna dodatna
istrazivanja koja bi sa sigurnos$¢u utvrdila koja bi to trebala biti razlika u sastavu bakterijskih
koljena koja ¢ine mikrobiotu kako bi se ona koristila kao biomarker pretilosti. Valja takoder
naglasiti da je na nivou koljena nemogucée donositi konacne zakljucke jer Cesto prisutnost
pojedine bakterijske vrste ili ¢ak pojedinog soja moze imati pozitivan ili negativan ucinak na

domacina (Gérard, 2016).

2.3. BIORAZNOLIKOST MIKROBIOTE I METODE ODREDIVANJA
BIORAZNOLIKOSTI

Karakteristi¢na crijevna mikrobiota odrasle osobe se poglavito sastoji od oko Sest do
sedam razlicitih bakterijskih koljena u kojima dominiraju koljena Firmicutes i Bacteroidetes s

zastupljenoS¢u od 64%, odnosno 23%. Odmah iza njih po zastupljenosc¢u slijedi koljeno
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Proteobacteria s 8%, Actinobacteria s 3% dok manje od 1% mikrobiote pripada bakterijskim
koljenima Verrucomicrobia, Cianobacteria i Fusobacteria (Voreades i sur., 2014; Sugkovié,
2016). Unato¢ tome Sto se ovakav opéi profil bakterija smatra konstantnim, crijevna
mikrobiota pokazuje vremenske i prostorne razlike u distribuciji mikroorganizama na
razinama roda 1 vrste. Izmedu jednjaka 1 debelog crijeva je prisutna znaCajna razlika u
raznolikosti prisutnih mikroorganizama i njihovoj koncentraciji (Slika 3) koja se krece u
rasponu od 10" po gramu sadrZaja u jednjaku i Zeludcu do 10*? po gramu sadrzaja u debelom

crijevu (Jandhyala i sur., 2015).

Jednjak pH <4.0
10* stanica/g
Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Veillonella

Zeludac pH 2.0
<10° stanica/g

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Helicobacter pylori

Debelo crijevo pH5- 5.7
>10*? stanica/g
Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Tanko crijevo pH5-7
10°-107 stanica/g
Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus,
y-Proteobacteria, Enterococcus

Slijepo crijevo pH 5.7
10%°-10** stanica/g
Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria

Slika 3. Raspodjela i koncentracija mikrobiote u pojedinim dijelovima probavnog sustava
(Ouwehand i Vaughan, 2006; Payne i sur., 2012).

Bakterije koje Cine viSe od 90% ukupne bakterijske populacije u debelom crijevu
pripadaju koljenima Firmicutes i Bacteroidetes. Bakterije koje pripadaju koljenu
Proteobacteria, skupa s bakterijama roda Bacteroides zastupljenima u vi$§im koncentracijama,
te bakterijama rodova Prevotella i Ruminococcus odlikuju zdravu crijevnu mikrobiotu.
Anaerobnih bakterija ima 100 — 1000 puta vise od aerobnih. Osim komenzalnih bakterija, u
debelom crijevu se nalazi i manje od 0,1% patogenih bakterija od ukupne prisutne mikrobiote.
To su poglavito Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Vibrio cholera, Escherichia coli i
Bacteroides fragilis. Mikrobna raznolikost debelog crijeva je vidiljiva i u horizontalnoj

raspodjeli mikrobiote izmedu Iumena i mukozne povrSine crijeva. Bacteroides,
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Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus i Ruminococcus su
prevladavaju¢i luminalni bakterijski rodovi §to omogucuje njihovo prepoznavanje u fecesu.
Rodovi Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus i Akkermansia su prisutni u sluznici i

epitelnim kriptama crijeva (Dethlefsen i sur., 2006; Jandhyala i sur., 2015).

Pojedina istrazivanja su pokazala da se na temelju specificnog sastava mikrobiote,
ljude moze svrstati u kategorije jednog od tri osnovna enterotipa neovisno o dobi, spolu,
geografskom podrijetlu ili tjelesnoj tezini. Enterotipovi se medusobno razlikuju po svom
sastavu i dominantnoj ulozi pojedinih bakterijskih rodova koji ih karakteriziraju, od kojih su
neki Bacteroides, Prevotella i Ruminococcus (Arumugan i sur., 2011). Ipak, novija
istrazivanja su skepti¢na oko podjele mikrobiote u diskretne enterotipove uslijed njihovog
prevelikog pojednostavljivanja prisutne mikrobiote iako bi njihovo postojanje uvelike
pripomoglo boljem razumijevanju razli¢itih reakcija ljudskog organizma na prehranu, lijekove
1 sliéno zbog pretpostavke da odredeni enterotip specificno reagira na odredenu prehranu,

odnosno lijek (Knights i sur., 2014).

Najpoznatije moderne metode analize bakterijske raznolikosti su fluorescentna in situ
hibridizacija (FISH), protoc¢na citometrija (FCM), elektroforeza u gradijentu denaturirajuceg
agensa (DGGE), polimorfizam veli¢ine restrikcijskih fragmenata (RFLP), polimorfizam
duljine umnozZenih fragmenata (AFLP) i kvantitativni PCR (q-PCR). Kod proucavanja
bakterijske bioloske raznolikosti najéesce upotrebljavane probe su one komplementarne 16S
rRNA i 23S rRNA ribosomalnoj sekvenci (Fraher i sur., 2012).

Sekvencioniranje 16S rRNA gena se smatra ,,zlatnim standardom” za identifikaciju i
taksonomsku klasifikaciju bakterijskih vrsta. 16S rRNA gen koristi se kao molekularni
marker jer je univerzalan u bakterijama pa se stoga moze koristiti za odredivanje bakterija od
koljena pa sve do vrste. Vrlo je koristan kod identifikacije bakterija koje se ne mogu
kultivirati. Gen koji kodira 16S podjedinicu ribosoma je duzine 1,5 kb i sadrzi konzervirane
regije s 9 hipervarijabilnih podru¢ja. Hipervarijabilne regije koristene pri sekvencioniranju
16S rRNA gena pokazuju veliku razli¢itost izmedu bakterijskih te je stoga potrebno pazljivo
odrediti regiju koja ¢e se sekvencionirati kako bi se prisutne bakterije pravilno taksonomski
klasificirale. Ceste regije u identifikaciji bakterija kod 16S rRNA su V3, V4, V6, i V8,
prikazane na slici 4 (Jandhyala i sur., 2015). Sekvencioniranje gena koji kodira 16S rRNA,
kao i svaka metoda, ima svoja ograniCenja koja se najbolje ocituju kod vrlo bliskih vrsta s

velikom sekvencijskom sli¢no$¢u jer je broj polimorfnih mjesta u 16S rRNA izrazito malen
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Sto otezava razlikovanje veoma srodnih vrsta. Usprkost svemu navedenom, i dalje je najéesce

koriStena metoda za identifikaciju nepoznatih bakterija (Fraher i sur.,2012).
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Slika 4. Sekundarna struktura 16S rRNA gena u Escherichia coli (Jarza i sur., 2014)

24. IN VITRO SUSTAVI ZA SIMULACIJU UVJETA DEBELOG
CRIJEVA

Pri provodenju in vivo istrazivanja probavnog sustava na ljudima i Zivotinjama,
znanstvenici se susrecu s brojnim ograni¢enjima poglavito vezanima za razne eticke norme
koje su ukljuc¢ene kod provodenja istraZivanja na ljudima te takoder neophodnost zrtvovanja
zivotinja na kojima su istrazivanja provodena. Zbog toga se sve vise truda ulaze u razvoj in
vitro, ex vivo i in silico sustava koji bi omogucili simulaciju uvjeta probavnog sustava. Iako
ovakvi sustavi ne mogu potpuno zamijeniti in vivo istrazivanja, ipak su odli¢an alat pri

provjeravanju koncepta istrazivanja prije same in vivo validacije (Petrof i sur., 2013).

In vitro modeli omoguéuju brze, jednostavne i jeftine nacine proucavanja ljudskog
mikrobioma u jednom ili viSe odjeljaka crijeva i to duz cijelog probavnog sustava (Venema i
sur., 2012). Takoder je tesko kontrolirati promjene zastupljenosti mikrobnih zajednica u
modelima nakon inokulacije. Ovo pogotovo vrijedi za zatvorene sustave kao $to su primjerice
Sarzni fermentacijski sustavi (Macfarlane i Macfarlane 2007; Boureau i sur., 2000 ). Unato¢
gore navedenim ograniCenjima, prednosti in vitro modela ipak premaSuju navedene
nedostatke. Neke od tih prednosti ukljuc¢uju njihovu isplativost jer provodenje eksperimenta in
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Vitro je opcenito jeftinije od in vivo istraZivanja, jednostavno ih je postaviti, jednostavna je
procedura uzimanja uzorka, i jako su prilagodljivi §to omogucuje ispitivanje ucinaka toksi¢nih
I radioaktivnih supstanci, dok to nebi bilo moguce kod Zivih subjekata. Takoder omogucuju i
evaluaciju utjecaja Sirokog spektra okoli$nih regulatora na bakterijsku aktivnost kao §to su pH,
dostupnost supstrata i brzina mikrobnog rasta (Macfarlane i Macfarlane 2007; Macfarlane i
sur., 1998).

Prvi in vitro sustavi koji su se koristili za istrazivanje crijevne mikrobiote su bili
staticki sustavi koji su se poglavito sastojali od zatvorenih boca u koje se inokulirala fekalna
suspenzija ili sadrzaj cekuma pomijeSan s otopinom pufera u anaerobnim uvjetima. Problem
kod ovakvog sustava je bio da se eksperiment mogao provoditi vrlo kratko zbog parametara
poput, pH, redoks potencijala i bakterijske populacije, koji su se brzo mijenjali. Prvi sustav
koji se sire koristio kao model ljudskog debelog crijeva je bio polukontinuirani sustav koji su
razvili i opisali Miller i Wolin 1981. godine (Prilog 7 i 8). Model je bio dizajniran tako da
odrzava ljudsku crijevnu mikrobiotu in vitro te da oponasa periodi¢an ulazak fermentabilnih
supstrata u crijevo. Isti takav sustav su koristili i Manning i suradnici 1987. godine. Sastojao
se od fermentora s magnetnom mijesalicom u kojem se nalazila voda odrzavana na 37 °C.
Fermentor je je na sebi imao otvore za uzimanje uzoraka i izdvajanje produkata fermentacije
te za dodavanje hranjivog medija u sustav. Jo§ jedan sustav koji se temeljio na sustavu od
Miller i Wolin je bio onaj kojeg je koristio Duncan 1986. godine (Prilog 9). On se sastojao od
fermentora kapaciteta 1 L sa tri odjeljka. pH u fermentoru je odrZzavan na 6.5 - 6.8 pomoc¢u
autoregulatora ¢ime se eliminirala potreba za vanjskom regulacijom pH. Nadalje, daljnim
razvojem sve viSe su se razvijali kontinuirani sustavi razli¢ite sloZenosti koja je sezala od
sustava sa samo jednim fermentorom do sustava s tri fermentora. Neki od tih su bili sustavi
koje su razvili Bearne i sur. 1987. godine, Merry i sur. 1987. godine (Prilog 10) te Gibson i
sur. 1988. godine ¢iji se sustav uz odredene preinake koristi 1 danas (Rumney i Rowland,

1992).

U danasnje vrijeme, od razlic¢itih in vitro modela za simulaciju uvjeta u debelom
crijevu u literaturi se naj¢es¢e navode SHIME i TIM-2 modeli. Jo§ se spominju EnteroMix,
PolyFermS, P-ECSIM, SIMGI, Twin-SHIME i M-SHIME modeli. S obzirom na postupak
kultivacije mikrobiote u in vitro modelima, postupci se mogu dijeliti na $arzne, kontinuirane,
viSestupnjevito kontinuirane 1 kontinuirane postupke s imobiliziranom mikrobiotom.
Najjednostavniji in vitro modeli koji se koriste u istrazivanju ljudske crijevne mikrobiote se

ve¢inom sastoje od jednog bioreaktora, tj. od jedne posude u kojoj se nakon inokulacije
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hranjivog medija suspenzijom mikrobne kulture, iz izuzetih uzoraka proucavaju utjecaji
razli¢itih komponenti ili mikroorganizama dodanih u podlogu. Prilikom oponaSanja
fizioloskih uvjeta kakvi su u crijevu Covjeka, vazno je posti¢i anaerobne uvjete, uspostaviti
postojanu temperaturu procesa (37 °C), a ovisno o dijelu debelog crijeva koji se zeli simulirati,
postaviti pH vrijednost na vrijednosti 5.8, 6.2, ili 6.8. MijeSanje i odrzavanje biomase su jo$
jedan vazan parametar uzgoja gdje se peristaltika crijeva pokuSava oponasati manjim brojem
okretaja te razli¢itim tipovima mijesanja, peristaltiCkim pumpama i drugim modelima gibanja.
Uobicajeno trajanje eksperimenata u modelima Sarznog tipa je do 72 sata, a kod kontinuiranih

procesa duljina moze biti i do 30 dana (Williams i sur., 2015).

Jedan od prvih in vitro sustava koji je uspjesno simulirao uvjete debelog crijeva je
kontinuirani trostupanjski simulator (Slika 5) kojeg su 1988. godine predstavili Gibson i
suradnici, dok su Macfarlane i suradnici 1998. godine predstavili poboljsanu verziju koja se
uz eventualne preinake Koristi i danas. Temeljni zadatak ovog sustava je bilo ispitivanje
utjecaja glavnih nutritivnih i okolisnih uvjeta na proces fermentacije. Radi se o kontinuiranom
sustavu kojeg ¢ine 3 radne posude razli¢itih radnih volumena (220 mL, 320 mL i 320 mL) pri
¢emu svaka posuda bioreaktora simulira odreden dio debelog crijeva (uzlazni, poprecni ili
silazni dio). Shodno dijelu debelog crijeva koji se simulira, odrzava se i razli¢ita pH
vrijednost, 5.8, 6.2 ili 6.8. Specificnost ovog modela je u tome da se nakon zavrSenog
pocetnog Sarznog procesa nastavlja vodenje procesa i kontinuirano u trajanju od 16 dana kako
bi se uspostavilo ustaljeno stanje nakon ¢ega se 22 dana ispituje testirana komponenta dodana
u sustav, a u posljednjoj fazi koja je ujedno faza ispiranja, se ispituje trajanje uocenog
djelovanja testirane komponente nakon Sto se ista viSe ne nalazi u hranjivom mediju. Ova faza

moze trajati i do 50 dana, a vrijeme zadrzavanja u takvom sustavu varira od 27 do 67 sati

(Gibson i sur., 1988; Macfarlane i sur., 1998).

m
1 pH 6.2
at 1 15 mL/min My

pH 6.8
Ulaz vode za
regulaciju

=
- 1 15 miL/min N,
regulaci —- !
emperature BIOREAKTOR. 1 .- o~
(280 mL) -
= — Otpad
BIOREAKTOR 2 *
(200 mL) :

BIOREAKTOR 3
(320 mL)

Slika 5. Kontinuirani sustav za simulaciju uvjeta debelog crijeva u 3 faze konstruiran od
Macfarlane i suradnika, 1998. godine (Prilagodeno prema Williams i sur., 2015).
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SHIME? sustav (Slika 6), osmislili su i opisali 1993. godine Molly i suradnici. Model
simulira cjelokupan probavni sustav od zeludca do debelog crijeva i sastoji se od 5
bioreaktora ¢iji volumeni variraju od 300 - 1600 mL, od kojih prva dva simuliraju zeludac 1
tanko crijevo, a zadnja tri debelo crijevo (uzlazni, poprecni i silazni dio debelog crijeva).
Uspostavljanje ustaljenog stanja u kontinuiranom procesu koji simulira zeludac i tanko crijevo
traje 8 dana, a proces koji simulira debelo crijevo 10 dana. Supstrat ili podloga koja se zeli
testirati se uvodi u sustav narednih 12 dana nakon cega slijedi faza ispiranja sa SHIME
podlogom sljedec¢ih 10 dana. Samo vrijeme zadrzavanja u takvom sustavu je 84 sata (Molly i
sur., 1993; Alander i sur., 1999). Razvijena je i proSirena verzija SHIME modela nazvana
Twin-SHIME koji ¢ine dva paralelna SHIME sustava ¢ime se omogucuje istovremena

usporedba dvaju razli¢itih tretmana (Van Den Abbeele i sur., 2010).

=== Epojevi sa zrakom
— Spojevi s tekudinom
& Pumpa

Vi1 V2 V3 V4 V5
pH=56-59 pH=6.1-6.4 pH =6.6-6.9
V=500mL V=800 mL V=600 mL
Jedinica 1

SHIME podloga
zarast

Slika 6. SHIME model koji su konstruirali Molly i suradnici 1993. Godine
V1- Zeludac, V2- Tanko crijevo, V3- Uzlazni dio debelog crijeva, V4- Popreéni dio debelog

crijeva, V5- Silazni dio debelog crijeva (Prilagodeno prema Williams i sur., 2015).

EnteroMix model (Slika 7) osmislili su i opisali Makivuokko i suradnici 2005. godine.
To je modificirani, polukontinuirani simulator debelog crijeva koji se sastoji od 4 paralelne
jedinice, odnosno 4 staklena bioreaktora koji imitiraju uvjete proksimalnog-V1, popre¢nog-
V2, distalnog-V3 i sigmoidalnog crijeva/rektuma-V4. Svaki bioreaktor ima razli¢it pH, ovisno
o dijelu debelog crijeva koji imitira i radni volumeni u svakom od bioreaktora su relativno
mali (6, 8, 10 i 12 mL) u usporedbi s prethodno opisanim modelima. Sistem funkcionira na
nacin da se 3 sata nakon inokulacije s uzorkom fecesa u V1 upumpava podloga za rast sa ili
bez supstrata koji se zeli testirati. Mikrobiota fermentira podlogu za rast 3 sata nakon Cega se

3 mL fermentirane podloge prebacuje u V2, a 3 mL nove podloge za rast se dodaje u V1.

8 SHIME — eng. “Simulator for Human Intestinal Microbiological Ecosystem”
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Ovakav nacin prebacivanja podloge za rast iz bioreaktora u bioreaktor se provodi kroz sve
bioreaktore te se ciklus ponavlja 48 sati nakon Cega se sustav zaustavlja i uzimaju se uzorci iz
svakog bioreaktora. Model je dizajniran specificno za istrazivanje ucinaka mikrobne
fermentacije ugljikohidrata. Prednost modela je njegova moguénost provodenja 4 paralelna
eksperimenta koristec¢i samo jedan fekalni inokulum dok mu je nedostatak mali radni volumen
i polukontinuirani nacin rada $to uvjetuje provodenje kratkotrajnih eksperimenata koji imaju
smanjenu in vivo vaznost. Ali unato¢ tome, model ipak ima dokazano dobru korelaciju s in

Vivo istrazivanjima (Makivuokko i sur., 2005).

M|~ e e G @)
: O
+4°50 : R bn )
MNova : +14°C
podloga || YAl V2 V3 V4 Otpad
B e 2 A 9 Ml = olumen

7.0 == pH

Slika 7. EnteroMix sustav su razvili Mékivuokko i suradnici 2005. godine (Prilagodeno

prema Ouwehand i Vaughan, 2006).

TIM-2° sustav za simulaciju uvjeta debelog crijeva (Slika 8) je dio TNO intestinalnih
modela, a razvili su ga Minekus i suradnici 1999. godine. Tim-2 se sastoji od brojnih
staklenih jedinica s fleksibilnim unutarnjim stijenkama koje omogucuju vjerodostojnu
imitaciju peristaltickih kretanja unutar crijeva. To se postize pumpanjem vode zagrijane na
tjelesnu temperaturu (37 °C) u redovnim intevalima u prostor izmedu staklenog omotaca i
fleksibilne stijenke, a kako bi se omogucilo odgovaraju¢e mijesanje, smijer toka se takoder
obrc¢e u redovnim intervalima. Model sadrzi i membrane sa Supljim vlaknima koje sluze kao
sustav za dijalizu te one uklanjaju produkte fermentaciju kao Sto su SCFA i voda i time
odrzavaju fizioloske koncentracije elektrolita ¢ime sprjeavaju pojavu kompetitivne inhibicije
aktivnosti enzima uslijed nakupljanja mikrobnih metabolita u sustavu. U sustavu su uvjeti
anaerobni §to se postize pomoc¢u N, koji teCe kroz sustav i omogucuje normalan rast

anaerobnih bakterija koje obitavaju u debelom crijevu. Mikrobiota iz uzorka fecesa se

° TIM-2 — TNO’s Intestinal Model za simulaciju debelog crijeva
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inokulira u sustav te se u pravilnim intervalima kroz ielocekalni zalistak prihranjuje s
hranjivom podlogom koja se nalazi u posudi za ilealnu dostavu. Proizvedeni plin se skuplja,
uzorkuje i analizira, a dodatno se uzorci mogu uzeti iz lumena kroz otvor za uzimanje uzoraka.
pH, temperaturu i volumen biomase u sustavu kontroliraju senzori te se prema potrebi
parametri korigiraju dodatkom primjerice luzine ako pH padne ili Kiseline ako poraste. Ono
Sto TIM-2 sustav odvaja od drugih in vitro modela jest njegovo jedinstveno peristalti¢no
mijesanje, fizioloSka gustoca mikroorganizama s fizioloskim stopom proizvodnje metabolita i
prisutnost membrana sa Supljim vlaknima. Takoder je provedena i validacija sustava na
temelju sastava i enzimske aktivnosti mikrobiote te proizvodnje i koncentracije SCFA.
Potencijal TIM-2 sustava kao alata za istrazivanje fermentacije se provjeravao u
istrazivanjima sa pektinom, fruktooligosaharidima, laktulozom i lakcitolom. Kako bi se
karakterizirala fermentacija, odredivali su se obrasci ukupne proizvodnje kiselina i SCFA te
se testirala stabilnost mikrobiote nakon inokulacije sa svjezim ljudskim fekalnim uzorcima te
inokulacijom s mikrobiotom koja je prethodno odrzavana u bioreaktoru. Oba pristupa Su
rezutirala s ukupnim brojem anaerobnim bakterija visim od 10* CFU/mL te s fizioloskim
razinama Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterobacteriaceae i Clostridium sto

potvrduje njegovu reproducibilnost naspram in vivo pristupa (Venema i sur., 2000).

Slika 8. Shematski prikaz TIM-2 sustava koji su razvili Venema i suradnici 2000. godine

a) odjeljci za peristalticko mijeSanje fekalne tvari, b) pH elektrode, ¢) pumpa za dodavanje
kiseline ili luzine, d) membrana sa Supljim vlaknima, e) senzor razine, f) ulaz za dobavu
dusika, g) otvor za uzorkovanje, h) ventili za ulaz/izlaz plinova, i) posuda za hranjivu podlogu,

J) temperaturni senzor ( Rehman i sur., 2012).
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2.4.1. Bioreaktor, izgled i karakteristike

Za provedbu eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada koriSten je bioreaktor
Jupiter 2.0 (Solaris Biotechnology,Porto Mantovano, Italija) radnog volumena 2 L. Jupiter 2.0.
je modularni fermentacijski sustav koji se moze sterilizirati, namijenjen je za uzgoj mikrobnih
i stani¢nih kultura te podrzava aerobnu i anaerobnu fermentaciju. Kompletan sustav se sastoji
od: posude za fermentaciju, kontrolnog modula s racunalom te se cijeli sustav kontrolira

putem instaliranog ,,Leonardno* programskog paketa.

Bioreaktor je opremljen sustavom za regulaciju temperature, sustavom za korekciju pH
vrijednosti, elektrodom koja mjeri oksidacijsko redukcijski potencijal (ORP) koji je indikator
anaerobnosti procesa, masenim mjera¢em protoka dusika, senzorom razine, sustavom za
asepti¢no izuzimanje uzoraka, tehnickom vagom i kontrolnom jedinicom s integriranim
peristaltickim pumpama. Temperatura se regulira pomoc¢u vode koja kontinuirano kruzi Kroz
dvostruku stijenku plasta posude fermentora. Vodu zagrijavaju dva ugradena grijaca. Otvori
za inokulaciju, uzimanje uzoraka, pritok hranjive podloge, dodavanje kiseline i luzine te
dotok dusika se nalaze na gornjem dijelu bioreaktora, odnosno na poklopcu. Dva turbinska i
jedno propelersko mijeSalo pokrece elektromotor snage 266 W. (User and Maintenence
manual for Jupiter 2.0., 2016).

T=37 °C
anaerobni uvjeti 4 3

pH=6.8 \
-

1. Korisnicko sudelje

2. Kontrolna jedinica

3. Peristalticke pumpe

4. Motor mijesala 8

5. Mijesalo (turbinsko i propelersko) \
6

7/

8

9

1

. Otvori za uvodenje NaOH i HC1 NN 6 9
. Prikljucak za temperaturnu sondu - \
pH i ORP elektrode 5 ==

. Hranjiva podloga za prihranu N

0. Sustav za izuzimanje uzoraka

Slika 9. Skica bioreaktora Jupiter 2.0
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Slika 10. Bioreaktor Jupiter 2.0 (User and Maintenence manual for Jupiter 2.0., 2016)

2.4.2. Podloga za uzgoj mikrobiote u in vitro simulatorima

Razvojem industrije 1 poboljSanjem zivotnog standarda, drastiéno se promijenila i
prehrana. Sve je viSe hrane procesirano, jede se masnija hrana, viSe mesa i mesnih
preradevina te sve manje voca i povrca te je ponajvise povecan unos slatkisa i zasladenih pica.
Upravo navedeni nacin prehrane karakterizira takozvanu ,,Zapadnjacku prehranu“ koja
podrazumijeva visoku konzumaciju animalnih proteina, jednostavnih Secera, Skroba i masti s
istovremeno niskim unosom povrca i prehrambenih vlakana. Takav obrat u prehrani, gdje je
doslo do potpune promjene u nacinu prehrane koja se konzumirala u predindustrijsko doba, je
uzrokovao negativan utjecaj na odredene prehrambene indikatore kao $to su: glikemijsko
opterecenje, sastav masnih kiselina, sastav makronutrijenata, gusto¢a mikronutrijenata, acido -
bazna ravnoteza, omjer natrija i kalija te sadrzaj vlakana (Cordain i sur., 2005; He i sur.,
2013).

Na temelju ¢injenice da u Hrvatskoj dominira tzv. ,,zapadnjacka prehrana® te na
temelju podataka u literaturi (Gibson i sur., 1988; van Nuenen i sur., 2003) o sastavu hranjive
podloge koja se koristi u istrazivanjima sastava crijevne mikrobiote u in vitro sustavima
odlu¢en je sastav hranjive podloge, uz odredene prilagodbe, za in vitro sustav koji ¢e se

koristiti u eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada.

2.4.3. Karakteristike sastavnica hranjive podloge
Hranjiva podloga za uzgoj mikrobiote se sastoji od komponenti nabrojanih u
Tablicama 2, 3 i 4. Sastojci u Tablici 2 su razni ugljikohidrati od kojih pektin, ksilan,

arabinogalaktan 1 amilopektin zbog svoje slozene grade imaju funkciju 1 prehrambenih
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vlakana. Glavno svojstvo vlakana jest njihova teSka probavljivost jer ljudski organizam ne
posjeduje enzime potrebne za razgradnju vlakana i zbog toga vlakna u debelo crijevo
dospijevaju uvelike neprobavljena gdje ih mikrobiota u crijevu fermentira i na taj nacin se
stimulira rast pozeljnih bakterija. Fermentacijom vlakana, bakterije proizvode kratkolancane
masne Kiseline koje su pak primarni izvor ugljika i energije za kolonocite (Simpson i
Campbel, 2015). Baktopepton je izvor proteina u odabranoj hranjivoj podlozi, dok Tween 80
sluzi kao surfaktant i emulgator te se dodaje u podlogu kako bi se sprijecilo ljepljenje podloge

na stijenke cijevi za prihranu (Wang i sur., 2003).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eticko pitanje

Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta MicroEquilibrium - IstraZivanje ravnoteze
mikrobioma debelog crijeva, odobreno od strane Etickog povjerenstva Djecje bolnice
Srebrnjak te prihvaceno od strane Etickog povjerenstva Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sastav hranjive podloge za uzgoj mikrobiote u bioreaktoru

U eksperimentalnom dijelu radu koristena je SIEM (eng. ,.Simulated Illeal Efflux

Medium*) kompleksna hranjiva podloga ¢iji je potpun sastav je naveden u Tablicama 2, 3 i 4.

3.1.1.1. SIEM hranjiva podloga

SIEM hranjiva podloga svojim sastavom simulira neprobavljene komponente hrane koje
iz ileusa (krajnji dio tankog crijeva) ulaze u debelo crijevo kroz ileo-cekalni zalistak. Hranjive
karakteristike ove podloge tipicne su za tzv. zapadnjacku prehranu koju karakteriziraju visok
udjel ugljikohidrata u prehrani. Dio sastava podloge koji se odnosi na ugljikohidrate naveden

je u tablici 2.

Tablica 2. Sastav hranjive podloge.

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Pektin 4,7
Ksilan 4,7
Arabinogalaktan 47
Amilopektin 4,7
Kazein 23,5
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Skrob 39,2
Tween 80 17,0
Baktopepton 23,5
Zuéne soli 0,3

3.1.1.2. Otopina soli

Sastav otopine soli, drugog imena dijalizat, prikazan je u Tablici 3. Pripremljena otopina

soli se sterilizira odvojeno od SIEM hranjive podloge koja prije sterilizacije sadrzi samo

sastavnice iz Tablice 2, a u nju se dodaje nakon sterilizacije u autoklavu kako bi se sprijecile

potencijalne nezeljene reakcije do kojih bi eventualno moglo do¢i uslijed visokih temperatura

tokom sterilizacije.

Tablica 3. Sastav otopine soli.

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
K2PO3 x 3H,0 2,500
NaCl 3,500
FeSO3; x 7H,0 0,005
MgOs x 7H,0 0,500
CaCl, x 2H,0 0,350
Zuéne soli 0,050
Cisetin hidroklorid 0,300
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3.1.1.3. Otopina vitamina

Sastav otopine vitamina prikazan je u Tablici 4. Priprema se 10 mL vitaminske otopine za
svaki uzgoj. Pripremljena otopina se ne sterilizira jer bi doSlo do degradacije odredenih
vitamina koji su termolabilni. Nakon pripreme, otopina se ¢uva u hladnjaku (6 °C). U SIEM

podlogu se dodaje neposredno prije prihrane.

Tablica 4. Sastav vitaminske otopine

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Menadion 0,010
D-biotin 0,020
Vitamin By, 0,005
Pantotenat 0,100
Nikotinamid 0,050
p-aminobenzen 0,050
Tiamin 0,030

Destilirana voda Do 10 mL

3.1.2. Mikrobna kultura za inokulaciju

U ovom diplomskom radu kao izvor mikrobne kulture za inokulaciju hranjive podloge
koriSten je uzorak stolice zdrave pretile Zenske osobe. Provedenom anketom i antropoloskim
mjerenjem ustanovljeno je da osoba ima indeks tjelesne tezine (eng. ,,Body Mass Index®,
BMI) 31 kg/m? prema &emu je kategorizirana kao pretila osoba. Iz provedene ankete prije
uzimanja uzorka fecesa provjereno je da osoba ne konzumira lijekove ili supstance koje bi

mogle izravno utjecati, odnosno mijenjati sastav crijevne mikrobiote.
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3.1.3. Laboratorijska oprema za pripremu i pracenje procesa te obradu uzoraka

3.1.3.1. Pribor
» Automatske pipete
» Erlenmeyerove tikvice od 500 mL, 1 Li2 L
» Silikonske cijevi razlicitih promjera
> Kleme
» Falcon kivete od 15 i 50 mL
» Spojnice
» Staklene boce od 250 i 500 mL

3.1.3.2. Bioreaktor s mije$alom (Fermentor)

U ovom diplomskom radu je koriSten bioreaktor Jupiter 2.0 (Solaris Biotechnology, Porto
Mantovano, Italija) korisnog volumena od 2 L. Bioreaktor je opremljen sustavom za
regulaciju temperature, sustavom za korekciju pH vrijednosti, ORP elektrodom (mjeri
oksidacijsko redukcijski potencijal), masenim mjeracem protoka duSika, senzorom razine,
sustavom za aseptino uzimanje uzoraka, tehnickom vagom 1 kontrolnom jedinicom s
integriranim peristaltickim pumpama. Otvori za inokulaciju, uzimanje uzorka, pritok hranjive
podloge, te za dodavanje kiseline i luzine nalaze se na poklopcu bioreaktora. Dva turbinska i
jedno propelersko mijeSalo pokrece elektromotor snage 266 W. Za vodenje 1 upravljanje

procesom koristi se programska podrska ,,Leonardo®.

3.1.3.3. Uredaj za automatiziranu izolaciju i proc¢is¢avanje DNA

> Maxwell® 16 Instrument, Promega, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave

3.1.3.4. Ostali laboratorijski uredaji

» Autoklav ,,Sutjeska®, Jugoslavija

» Analiticka vaga model Eclipse EBL 313i, Adam, Ujedinjeno Kraljevstvo
» Centrifuga Universal 320 R, Hettich, Njemacka

» Hladnjak, Beko, Turska
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» Zamrziva¢ Forma 900 (-86 °C), Thermo scientific, Njemacka
» Magnetska mjesalica, Heildoph, Njemacka
» Tehnicka vaga, KERN fkb, Njemacka

3.1.3.5. Kemikalije za pripravu hranjive podloge

Arabinogalaktan, Sigma, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave
Baktopepton, Sigma-Aldrich, Spanjolska
Cijanokobalamin, Fluka, Sjedinjene Americke Drzave
D-biotin, Fischer-BioReagens, Kina

Kalcijev klorid, bezvodni, Gram mol, Hrvatska

Kalijev hidrogenfosfat (99%), bezvodni, Acros, Spanjolska
Kazein, Sigma, Sjedinjene Americke Drzave

Kukuruzni skrob, Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke Drzave
Ksilan, Carl Roth GmbH, Njemacka

L-cistein, Sigma, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave
Magnezijev sulfat heptahidrat (99,5%), Acros, Spanjolska
Menadion, Sigma, Njemacka

Natrijev klorid, Carlo Erba Reagens, Italija

Nikotinamid, Acros, Sjedinjene Americke Drzave
p-aminobenzen, Sigma, Kina

Pantotenat (99%), Sigma, Kina

Pektin (izoliran iz jabuke), Sigma, Svicarska

Tiamin hidroklorid, Fischer-BioReagens, Njemacka
Tween 80, Sigma, Ujedinjeno Kraljevstvo

Zeljezov (11) sulfat (99,5%), Acros, Spanjolska

Zuéne soli, Fluka, Novi Zeland

YV V.V V V V V V VYV V V V V V V V VY V V V V

3.1.3.6. Plin pod tlakom

» N2>99,996%, tehni¢ki komprimirani plin, Messer, Hrvatska
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3.1.3.7. Ostale kemikalije

Etanol (70%), Gram mol, Hrvatska

Glicerol, Gram mol, Hrvatska

Klorovodic¢na kiselina, Carlo Erba Reagens, Italija
Meliseptol, Braun, Njemacka

Mukasol, Schulke, Njemacka

Natrijev hidroksid, Carlo Erba Reagens, Italija
Octena kiselina, Baker, Njemacka

PlivaSept Tinktura, Pliva, Hrvatska

Pufer pH 3, Reagecon, Irska

Pufer pH 7, Reagecon, Irska

Pufer pH 10, Reagecon, Irska

Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit, Promega, Sjedinjene Americke Drzave

YV V.V V V V V V V V V VYV V

Maxwell 16 Tissue DNA Purification Kit, Promega, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave

3.1.3.8. Racunalni programi za analizu podataka

» Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME 1.9.1)
» Microsoft Office 2010, Microsoft, Sjedinjene Americke Drzave

3.2. METODE

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

Kompleksna hranjiva podloga, SIEM, za eksperimentalni dio ovog rada je
pripremljena prema literaturnim podatcima (van Nuenen i sur., 2003) na nadin da su se
prvotno odvagani sastojci iz Tablica 2, 3 i 4 zasebno otopili u demineraliziranoj vodi. Prvo su
sastojci iz Tablice 2 (to¢ne odvage sastojaka prikazane u Prilogu 1) preneseni u
Erlenmeyerovu tikvicu od 1 L i otopljeni u 270 mL demineralizirane vode $to predstavlja
hranjivu podlogu P1 za prihranu mikrobne kulture prvog dana procesa. Potom se u
Erlenmeyerovoj tikvici od 2 L pripremila ista takva hranjiva podloga otopljena u 550 mL

demineralizirane vode, oznake P2, §to odgovara dvostruko vecoj koli¢ini nego kod P1 jer se s
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P2 prihranjuje mikrobna kultura u bioreaktoru drugi i tre¢i dan procesa. Potom se, kao $to je
ve¢ navedeno u 3.1.1.2., odvagana sol iz Tablice 3 prenese u staklenu bocu od 250 mL i otopi
u 30 mL demineralizirane vode za P1. Proces se ponovi za P2 s razlikom da se dvostruko veca
koli¢ina sastojaka otopi u 50 mL demineralizirane vode. Podloge su pripremljene s dvostruko
manje vode jer se radi o polukontinuiranom nac¢inu rada. Uz otopinu soli za pripremu SIEM-a,
u staklenu bocu od 500 mL se pripremi i dodatna otopina soli (koli¢ine prikazane Prilogu 5)
koja se prije sterilizacije prenese u bioreaktor. pH i ORP elektrode kalibrirane su prije
sterilizacije, montirane na gornju ploc¢u bioreaktora te sterilizirane uronjene u prethodno
pripremljenoj otopini soli. Na temelju podataka iz literature (Maathuis i sur., 2009),
izraCunata je koli¢ina vitamina potrebna za pripravu 10 mL vitaminske otopine sastava
navedenog u Tablici 4 (to¢na odvaga sastojaka prikazana u Prilogu 6). Otopina je pohranjena
u hladnjaku na 6 °C.

3.2.2. Sterilizacija podloge, pribora i aparature

Prije same sterilizacije, dio pribora se odmah cijevima spaja na bioreaktor na za njih
predvidena mjesta (Slika 7). Na polozajima 1 1 2 su spojene boce s otopinom NaOH i1 HCI za
regulaciju pH vrijednosti tokom procesa, na polozaju 4 je spojena Erlenmeyerova tikvica s
hranjivom podlogom P1, a na polozaju 5 se spaja Erlenmeyerova tikvica od 1 L u kojoj se
homogenizira uzorak fecesa za inokulaciju. Takoder, prije sterilizacije je potrebno bazdariti
pH i ORP elektrodu i zatvoriti sve otvore koji se ne koriste bilo s klemom ili otvorene s
filterom za zrak. Bitno je zabrtviti sve druge otvore na bioreaktoru, zastititi prikljucke za pH i
ORP elektrodu, otvorene nastavke cijevi obloziti folijom, a cepove od vate papirom zbog pare
koja nastaje tijekom sterilizacije. Laboratorijski bioreaktor, zajedno s pomo¢nim dijelovima,
se sterilizira u autoklavu na temperaturi od 121°C u ukupnom trajanju od 15 minuta. Otopine
soli, koje su sterilizirane odvojeno od hranjivih podloga, je potrebno odmah nakon
sterilizacije prebaciti u Erlenmeyerove tikvice sa SIEM hranjivom podlogom kako bi se

smanjila moguénost kontaminacije SIEM hranjive podloge.
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11.

n

Slika 11. Polozaji prikljucaka na poklopcu bioreaktora (prije sterilizacije):

Na gornjoj plo¢i nalaze se otvori za: 1) unos luzine, 2) unos kiseline, 3) izdvajanje podloge, 4)
unos hranjive podloge, 5) inokulaciju, 6) temperaturna sonda, 7) izuzimanje uzoraka, 8) filter
za ulazni plin, 9) pH elektroda 10) ORP elektroda, 11) hladilo, 12) filter za izlazni plin

3.2.3. Sastavljanje aparature i postavljanje parametara procesa

Nakon sterilizacije je potrebno spojiti kompletan sustav prije pocetka procesa (Slika
11). Tako se na polozaje 9 i 10 prikljucuju kablovi za spajanje pH i redoks sondi sa suceljem
koje upravlja cijelim sustavom. U zastitnu cijev temperaturne sonde na polozaju 6 se ulijeva
glicerol u koji se stavlja sonda koja je takoder spojena sa suceljem. Grijaci vode u plastu
bioreaktora su spojeni s kontrolnom jedinicom na kojoj se nalaze peristalticke pumpe i koja je
takoder spojena sa suceljem. Na za to predvideno mjesto se prikljucuje motor koji pokrece
mijesalo u bioreaktoru te se na hladilo prikljucuju cijevi kojima se hladna voda uvodi u plast
bioreaktora u svrhu regulacije temperature u sustavu. Za osiguravanje anaerobnih uvjeta, u

sustav se uvodi dusik (Slika 11, polozaj 8) u koli¢ini 0,2 NI/min.

Nakon sastavljanja potrebne aparature te prije pocetka samog procesa, potrebno je
prvo postaviti zeljene parametre. Svi parametri se podesavaju preko korisnickog sucelja
upravljacke jedinice na kojem je instaliran ,,Leonardo* programski paket. Posto se simuliraju
uvjeti uzlaznog, poprec¢nog i silaznog dijela debelog crijeva, temperatura u sustavu je

podesena na 37 °C, a pH, ovisno od dijelu debelog crijeva koji se simulira, na 5.8, 6.2 te 6.8.
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Da bi se sprijecilo slijeganje neotopljenih sastojaka u bioreaktoru, mijesanje je prije

inokulacije podeseno na 50 o/min’®. Radni volumen bioreaktora je bio 600 ml.

Slika 12. Laboratorijski sustav za vodenje procesa fermentacije u bioreaktoru

3.2.4. Faza prilagodbe mikrobiote u bioreaktoru

Kao §to je ve¢ spomenuto u poglavlju 3.2.1., u bioreaktoru se nalazi 500 mL otopine
soli kako tijekom sterilizacije pH i ORP elektroda nebi ostale suhe. Posto je zeljeni pocetni
volumen u bioreaktoru 300 mL, prije inokulacije mikrobiote u bioreaktor, visak otopine soli
se ispumpava i1 odbacuje. Eksperiment se zapocinje homogeniziranjem svjezeg uzorka fecesa
ciljane mase 30 g, medutim ovisno o dobavi uzorka fecesa, u bioreaktor je u prvom uzgoju
inokulirano 28,8 g, a u drugom 30 g. Feces se homogenizira u otopini soli volumena 300 mL
u Erlenmeyerovoj tikvici od 1 L iz koje se potom homogenizat prebacuje u bioreaktor
pomocu peristaltickih pumpi. Faza prilagodbe mikrobiote u trajanju od 4 sata je provedena u
bioreaktoru u uvjetima koji simuliraju uzlazni dio debelog crijeva (37 °C i pH 5.8).
Prilagodba je vodena u anaerobnim uvjetima uvodenjem dusika u bioreaktor uz cikli¢ki profil
promjene brzine rotacije mijeSala gdje je minimalna brzina bila 30 o/min, a maksimalna 150

o/min (10 minuta pri 30 o/min uz stupnjevitu promjenu na 150 o/min kroz 2 minute).

3.2.5. Vodenje anaerobnog mikrobnog procesa u bioreaktoru

Nakon faze prilagodbe, slijedi faza uspostave stabilne ravnotezne mikrobiote. Radi se

o Sarznom postupkom koji po€inje mijeSanjem bazne hranjive podloge P1 volumena 300 ml

1% o/min - okretaja po minuti

32



(poglavlje 3.2.1.) sa suspenzijom mikrobiote u otopini soli (poglavlje 3.2.4.) istog volumena

¢ime se postize radni volumen od 600 mL u bioreaktoru i koji traje 24 sata.

Nakon 24 sata je izvrSena izmjena podloge na nacin da je 300 mL fermentirane
podloge (mjesovita mikrobna kultura i podloga u bioreaktoru) ispumpano van dok je 300 mL
ostavljeno u bioreaktoru te je potom dodano 300 mL P2 hranjive podloge pomocu
peristalti¢ckih pumpi brzinom od 10 mL/min. Prije pocetka ubacivanja P2 hranjive podloge,
pH u sustavu je podeSen na 6.2 jer se u ovoj fazi eksperimenta simuliraju uvjeti popre¢nog

dijela debelog crijeva.

Na identi¢an nacin je provedena i tre¢a, odnosno posljednja faza, u kojoj se simuliraju
uvjeti silaznog dijela debelog crijeva. Nakon izmjene podloge i prihrane s preostalih 300 mL
P2 hranjive podloge, podesen je pH na 6.8 kako bi odgovarao simuliranom dijelu debelog
crijeva. Nakon proteklih 72 sata procesa u kojima se svakih 24 sata vr$ila izmjena podloge i
prihrana sa svjezom hranjivom podlogom, proces je voden dodatnih 24 sata kako bi se

odredila biodinamika mikrobiote i nakon prestanka prihrane sa svjezom hranjivom podlogom.

Homogenost medija u bioreaktoru tijekom procesa odrzavana je definiranim profilom
mijesanja (10 minuta pri 30 o/min uz stupnjevitu promjenu na 150 o/min kroz 2 minute).
Tijekom fermentacije, Zeljene pH vrijednosti su odrzavane dodavanjem otopine NaOH ili HCI,
dok je anaerobnost osigurana kontinuiranim protokom dusSika (0,2 Nl/min). Za vrijeme
ukupnog trajanja procesa od 96 sati praceni su svi bitni parametri procesa (brzina okretaja
mijeSala, temperatura, pH vrijednost, protok dusika, oksido-redukcijski potencijal). Za
pracenje biodinamike mikrobiote svakih 12 sati su uzimani uzorci medija pomocu sustava za

sterilno izuzimanje te su uzorci odmah po izuzimanju pospremljeni u ledenicu na -80°C.

3.2.6. Automatizirana izolacija DNA

Prije same izolacije DNA, potrebno je alikvot odmrznutih uzoraka centrifugirati na
1000 x g pri 10 °C te dobiveni supernatant otpipetirati direktno u za to predvidenu jaZicu
kazete Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit-a. Izolacija DNA iz pocetnih uzoraka fecesa i
sakupljenih uzoraka iz bioreaktora provedena je na Maxwell uredaju prema uputama
proizvodaca. Za izolaciju DNA iz uzoraka izuzetih tijekom uzgoja u bioreaktoru koristen je
Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit, dok je za uzorke svjezeg fecesa koristen Maxwell 16

Tissue DNA Purification Kit. U jazicu za dodavanje uzoraka kazete Maxwell 16 Tissue DNA
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Purification Kita-a stavljeno je 0,5 g fecesa dok je u slucaju Cell DNA Purification Kit-a
dodano 400 pL suspenzije stanica. U jednom radnom ciklusu mogucée je istovremeno obraditi
16 uzoraka. Postupak izolacije DNA se izvodi prema uputama proizvodaca za pojedini kit za
izolaciju. Na kraju procesa se dobije 300 uL izolirane i pro¢is¢ene DNA u eluacijskom puferu
od koje se 200 uL otpipetira u sterilnu epicu s ¢epom i pohranjuje u zamrziva¢ na -20 °C do
slanja na sekvencioniranje, dok se preostalih 100 pL koristi za odredivanje koncentracije

izolirane DNA iz uzoraka pomoc¢u Nano-drop spektrofotometra.

3.2.7. Mjerenje koncentracije DNA

Odredivanje koncentracije DNA iz uzoraka provedeno je na Shimadzu BioSpec Nano
spektrofotometru. Za slijepu probu je koristen eluacijski pufer iz Maxwell kompleta.
Koncentracije izolirane DNA za oba uzgoja prikazane su u tablici 6.

3.2.8. Sekvencioniranje 16S rRNA marker gena

Sekvencioniranje DNA je izvrSseno u Molecular Research Lab, Teksas, SAD kao
ugovorena vanjska usluga pri ¢emu je koriStena metoda sekvencioniranja sparenih krajeva
(pair-end sequencing) na Illumina MiSeq uredaju. KoriStene su pocetnice 331F-806R za
umnazanje V3 1 V3 regija gena koji kodira za 16S rRNA koristenjem polimerazne lanc¢ane
reakcije (PCR) u 30 ciklusa. Nakon umnazanja fragmenata gena, PCR produkti su provjereni
na 2%-om agaroznom gelu te su prociséeni koriStenjem kalibriranih Ampure XP kuglica.
Procis¢eni PCR produkti su koristeni za izradu DNA knjiznica upotrebom Illumina TruSeq

DNA library protokola te su zatim sekvencionirani lllumina MiSeq platformom.

3.2.9. Obrada podataka sekvencioniranja i analiza bakterijske bioraznolikosti

Sirovi podaci sekvencioniranja fragmenta gena 16S rRNA dolaze u dva dokumenta u
FASTQ formatu koji sadrzava podatke o ocitanom slijedu nukleotida i o kvaliteti o€itanja
svakog pojedinog nukleotida. Svaki dokument odgovara jednom smjeru ¢itanja DNA i da bi
se dobio ukupni umnoZzeni fragment potrebno je spojiti dva ocitanja (eng. read). Za spajanje je
koristen program PandaSeq sa standardnim postavkama i s oCekivanom duzinom spojenih
sljedova od 300 do 500 nukleotida. Spojeni sljedovi su sluzili kao ulazni podaci za

34



programski paket QIIME. Svaki je slijed dodijeljen odgovaraju¢em uzorku na osnovu
oc¢itanog barkoda koji se nalazi na pocetku svakog slijeda. Sljedovi u kojima prvih 8
nukleotida nije u potpunosti odgovaralo jednom od koriStenih barkodova su odbaceni iz
daljnjih analiza. Sljedovi svakog uzorka su klasterirani u operacijske taksonomske jedinice
(OTU 11) sa minimalnom pokrivenos¢u od 97% 1 minimalnom identicnos¢u od 97%
koriStenjem UCLUST algoritma implementiranog u QIIME programskom paketu (Caporaso i
sur; 2010). Reprezentativni slijed svakog klastera je poravnat sa SILVA taksonomskom
bazom koriStenjem pynast algoritma. Filogenetsko stablo je izradeno koriStenjem Neighbor-
joining metode s Kimura dvo-parametarskim modelom implementiranim u Clearcut programu.
Za odredivanje razlicitosti izmedu svakog para uzoraka (bakterijskih zajednica) koriStena je
UniFrac metrika koja se zasniva na dijelu duljine grane stabla 16S rRNA gena dijeljenog
izmedu dva uzorka. Mala UniFrac udaljenost karakterizira uzorke koji imaju sli¢an sastav
bakterijskih zajednica i koje su evolucijski bliske. U upotrebi su dva tipa UniFrac metrika -
tezinska 1 netezinska. Tezinska UniFrac metrika pri izratunu udaljenosti zajednica uzima u
obzir prisutnost i zastupljenost pojedine taksonomske jedince, dok netezinska uzima u obzir

samo prisutnost.

Rezultat obrade sirovih podataka sekvencioniranja u programu QIIME je biom tablica,
koja sadrzi sve informacije o sekvencama i taksonomskoj identifikaciji uzoraka i html
dokument koji sadrzi poveznice za vizualizaciju alfa 1 beta raznolikosti te odredenu
taksonomsku klasifikaciju dostupnih taksonomskih kategorija po uzorcima prikazanu
stupCastim dijagramima.
Na grafickim prikazima (poglavlje 4. Rezultati i rasprava) se nalaze rezultati dvaju
uzastopnih uzgoja provedenih u bioreaktoru. Siframa B11 - B111 su oznaceni uzorci iz prvog
uzgoja, Sifre BM1 — BM7 odnose na uzorke iz drugog uzgoja, a Sifre F10 i GM2 oznacavaju
uzorke izvornog fecesa za svaki pojedini uzgoj. Tablica 6 prikazuje opis Sifriranih uzoraka i

izmjerenu koncentraciju izolirane DNA.

1 OTU- eng. ,,Operational taxonomic unit*
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Tablica 6. Prikaz koncentracije izolirane DNA i objaSnjenje Sifriranih uzoraka

uzz)/rrlijcf\:zija Prvi uzgoj Koncentracija Drugi uzgoj Koncentracija Prihrana
(dan) (ng/pL); 2 pL (ng/pL); 2 pL
F10 / GM2 / Feces
0. dan B11 42 24 BM1 52,78 Prije HP
812 373,99 BM2 141,71
, Hranjiva
1. dan B13 327,34 aMa 50,35 podloga 1
B14 278,82
B15 281,45 aMA 701
2. dan B16 168,02 ! Hranjiva
BM5 9,36 podloga 2
B17 114,63
B18 180,14 BMG 001
3. dan B19 99,26 ’ Hranjiva
BM7 5,11 podloga 3
B110 109,35
4. dan B111 77,71 / / /
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Najve¢i broj istrazivanja koja se bave istrazivanjem mikrobiote u in
vitro sustavima gdje se prate i istraZzuju mnogi aspekti poput utjecaja mikrobiote na zdravlje
domadina, metabolizam ksenobiotika pomocu mikrobiote te ponajviSe utjecaj
raznih komponenti hrane, poglavito raznih prehrambenih vlakana, na sastav mikrobiote,
energetsko iskoriStenje fermentacije prehrambenih vlakana 1 slicno. Vedina istraZivanja je
uglavnom fokusirana na mjerenje promjena koncentracije SCFA koje proizvodi mikrobiota i
nesto manje na pracenje promjene sastava mikrobiote nakon dodatka odredenih supstrata, dok
se najmanje provode istrazivanja koja prate odgovor mikrobiote na uvjete u in vitro sustavu
koji simulira odredeni dio debelog crijeva ¢ovjeka, $to je upravo bio glavni fokus ovog

diplomskog rada.
4.1. TAKSONOMSKA RAZNOLIKOST MIKROBIOTE

Taksonomska raznolikost analizirane mikrobiote koja je kultivirana u bioreaktoru se
prikazuje stupicastim dijagramima. Na slici 13 se nalazi stupicasti dijagram koji prikazuje
promjene u taksonomskoj raznolikosti mikrobiote prikazane na razini koljena oznacenog
Sifrom D 1, razreda oznacenog Sifrom D 2, reda oznafenog Sifrom D_3, porodicu oznacenu

Sifom D 4 i roda oznaCenog Sifrom D 5 koje su vidljive u tablici na slici 14.

— - [aa] =+ u [¥=] P o I — i~ [ia] = [Tal Ir=] r~ =] ~
— — — — — — — — — = = = = = = = 1 -
[Fa] [Fa] [7a} [7a} o [=a] [Fa] [Fa] [ia] o o o == o == o [ iG]

Slika 13. Stupicasti dijagram koji prikazuje zastupljenost bakterijskih koljena u pojedinom

B110
111

uzorku
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Total Bi1 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B110 B111 BM1 BM2 BM3 BM4 BMS BME BMT F10 GM2
Legend Taxonomy % % % % % S % % S % % % % % % % % % % % %
[ 0 _0_ArchaeaD 1 Euryarchaeots | 0.0% [0.0% [ 0.0% [ 0.0% ][ 0.0% [ 0.0% [ 0.2% J[ 0.3% [ 0.0% ][ 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.0% J[ 0.0% ][ 0.2% L 0.1% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% ] 0.0%
[ 00 BacteriaD 1 Actinobacteria  20.4% [ 0.2% [ 1.0% [ 2.7% || 2.9% [[22.7%][25.0%][18.5%][64. 5%] [44. 4% |[33. 2% [28.7%] [ 0.1% ][ 3. 1% [ 2.4% |[21.7%[30.6%][50.6%] 5. 5% ] 0. 2% [ 0.1%
I 0 0_Bacteria;D 1 Bactercidetes | 18.2% [47.1%][26.6%|[24.2%[[18.7% | 4.9% | 5.1% | 5.0% || 1.0% ][ 0.5% || 0.6% || 0.5% |[58.9%]35.8% |[26.8%][14.7%[10.2%][ 1.8% |[0.7% [[31.7%]48.7%
[ 0_0_Bacteria:D 1 Cyanobacteria | 0.2% [ 0.8% [ 0.0% [ 0.0% ][ 0.0% || 0.0% [ 0.0% J[ 0.0% [ 0.0% ][ 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.0% ][ 0.0% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.9% ][ 1.3%
I 0 0_ Bacteria;D 1 Firmicutes 51.1% [41.2%][62.9%][62 9% [66.0% [67.6%] [ 1.0%][55.0%][26.0%[46. 1%][58. 5% ] [64.4%] [28.0%] 52 9% [63. 3%] [50.3%] 9. %] [33. 7% ] [24.6% [ 1. 5%]36. 2%
D_0_Bacteria;D 1 Fusobacteria | 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Bacteria;D 1 Gracilibacteria | 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% O0.0% 0.0% | 0.0% ) 0.0% 0.0% O.0%) 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Bacteria;0 1 _Lentisphaerae | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [ 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [0.0% ][ 0.0%
I 0_0_Bacteria;D 1 Protecbacteria | 8.2% [ 8.8% || 7.8% | 8.8% [[10.7% | 4.0% |[ 7.9% J[10.1%] 7.5% | 7.7% || 6.8% [ 4.6% |[ 5.0% | £.6% [ 5.5% | 9.8% [[16.7%][11.1%][ 9.0% | 4.4% [10.8%
I 0_0_Bacteria;D 1 Saccharibacteria| 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%]
[ D_0_Bacteria;D 1 Tenericutes 0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 0.0% [ 0.0% ] 0.0% ][ 0.0% J[ 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% ][ 0.0% ][ 0.0% ][ 0.0% ][ 0.0% | 0.0% ][ 0.0%
I D_0_Bacteria;D 1_Verrucomicrobia 0.5% | 0.0% ][ 0.0% || 0.0% [ 008 ][ 0.0% [ 0.0% [[ 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 6.7% | 0.2 [ 0.1% |[ 0.3% [ 0.3% [ 013 [ 0.0% J[o.0% | 1.1%
D_0_ Bacteria;Dther 0.0% | 0.0% [ 0.0% |[ 0.0% [ 0.0% ][ 0.0% || 0.0% || 0.0% | 0.0% |[ 0.0% ][ 0.0% || 0.0% || 0.0% || 0.0% || 0.0% ][ 0.0% || 0.0% || 0.0% || 0.0% | 0.0% | 0.0%
Unassigned: Other 1.5% [ 1.7% | 1.6% || 1.4% | 1.7% | 0.8% ][ 0.9% || 1.0% [ 0.9% || 1.3% | 0.8% || 0.8% ][ 1.3% [ 1.4% [ 1.7% [ 3.0% 2% [ 27% [ 2.1% [ 1. 2% [ 1.7%

Slika 14. Tabli¢ni prikaz postotka zastupljenosti bakterijskih koljena u sastavu analizirane

crijevne mikrobiote

Stupicasti dijagram na slici 13 prikazuje zastupljenost pojedinih bakterijskih koljena u
analiziranim uzorcima izuzetima iz bioreaktora tokom procesa uzgoj mikrobiote. 1z slike je
vidljivo da su dva najzastupljenija koljena Firmicutes, ozna¢en ljubi¢astom bojom, te koljeno
Bacteroidetes oznaceno narancastom bojom, $to potkrepljuju podaci iz literature koja je
jednoglasno utvrdila da su upravo ova dva navedena bakterijska koljena najzastupljenija u
sastavu crijevne mikrobiote (VVoreades i sur., 2014). U sastavu mikrobiote iz uzoraka svjezeg
fecesa oznacenih sa Siframa F10 i GM2, udjel koljena Firmicutes je bio u rasponu od 36,2 -
61,5 %, a koljena Bacteroidetes 31,7 - 48,7 %. Zastupljenost navedenih koljena se nije
znacajno mijenjala tijekom adaptacijskog perioda mikrobiote na uvjete u in vitro sustavu u
trajanju od 4 sata sto je vidljivo kod uzoraka B11 i BM1. Daljnim tokom procesa vidljive su
znacajne promjene u zastupljenosti bakterijskih koljena nakon dodatka hranjivih podloga u
sustav te promjene pH vrijednosti sukladno dijelu debelog crijeva koji se simulirao. Tako je
prvi dan procesa nakon dodatka prvih 300 mL hranjive podloge u sustav te pri pH 5.8, koji je
karakteristi¢an za uzlazni dio debelog crijeva (uzorci B12, B13, B14 te BM2 i BM3), doslo do
opadanja zastupljenosti Bacteroidetes te istodobnog povecanja zastupljenosti Firmicutes
koljena. Upravo je taj odnos gdje dolazi do opadanja zastupljenosti koljena Bacteroidetes i
istodobnog povecanja zastupljenosti koljena Firmicutes bio jedan od prvih biomarkera koji je
povezivao sastav mikrobiote sa pretilos¢éu (Ley i sur., 2006). Kako je proces tekao,
zastupljenost Bacteroidetes koljena je kontinuirano opadala uz blagi porast zastupljenosti
Firmicutes te znacajnog porasta koljena Actinobacteria koje je s pocetnih 0,1 - 0,2% u uzorku
svjezeg fecesa do kraja uzgoja porasla na 33,23 - 53,47%. Kontinuirano opadanje
zastupljenosti koljena Bacteroidetes tijekom procesa uzgoja mikrobiote u in vitro sustavu se
potencijalno moze pripisati nedovoljnim koli¢inama nutrijenata koje navedeno koljeno treba

za svoj rast s obzirom da Bacteroidetes zahtijeva nutrijente zivotinjskog podrijetla, a hranjiva
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podloga koriStena u ovom uzgoju nije sadrzavala masti te je dostupna koliCina proteina
ocigledo bila nedostatna (DSMZ, 2017). Zastupljenost bakterijskog koljena Proteobacteria se
nije znacajno mijenjala tokom cijelog procesa dok je koljeno Verrucomicrobia u veéem
postotku detektirano u uzorku svjezeg fecesa GM2, 1,09%, te je u adaptacijskom periodu
zastupljenost porasla na 6,65%, ali daljnim tokom procesa se smanjila na gotovo
nedetektabilne razine. Koljeno Cyanobacteria je bilo prisutno samo u uzorcima svjezeg

fecesa, 0,94 — 1,33% te u pocetnoj fazi procesa nakon ¢ega, poput Verrucomicrobia, se ne

detektira.
1 i i 'i
I | . |

-D_I]_BantenaD_L 02 | D §_Bif iales;D 4 Bifidobasteriaceze
0.0_Bacteria0 {_Actinobacteria;0 2_Coriobacteriia0_3_Coriobacteriales;0 4 Coriobacteriaceae
-D_D_Banleria‘Dj_Banlerniﬂetes‘D_)_Bamerniﬂia‘D3 Bacternidales ) 4 Bacteroidaceae
-D_D_Banter\a;Dj_Banermdetes;D_2_Ban1ermma;D3 Bacteroidales ) 4 Bacteroidales $247 group
0.0_Bacteria;0_1_Bacteroidetes;0 2_Bactroidia D_3_Bacteroidales ) 4 Porphyromonadaceas
-D_D_Bameria:Dj_Banlernidetes:D_I_Bmernidia:D3 Bacteroidales ) 4 Prevotellaceae I
]
tl

0.0_Bacteria0 1_Basteroidetes;D 2_Bacteroidia D 3_Bacteroidales ) 4 Rikenellaceae
Na slici 15 je prikazana taksonomska podjela bakterijske porodice, odnosno obitelji, iz

- 0. 0_Bacteria.0_{_Bacteroidetes ) 2_Bacteroidia.0_3_Bacteridales;Other

-DIJ Bacteria_1_Cy 02| 03 philales;0 4 _uncultured bacterium
0.0_Bacteria0_{_Fimicutes D 2_BaciliD 3_Lactobacillales;0 4 _Lactobacillaceae

-DD Bacteriz;0_1_Fimicutes; 2_Clostridia D 3_Clostidiales.0 4 _Christensengllaceas

- 0.0_Bacteria;D_1_Fimicutes;D 2_Clostridia D_3_Clostidiales ) 4 Closfridiaseze 1 -

0_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;0 2_ Clostridia:0_3_ Clostridiales;D 4 Family XI —_—
-D Bacteria ). 1_Fimicutes:0_ 2_ErysipelorichiaD__Erysipelobichales0 4 Enysipelofichacaze |

-D Backeria ) 1_Fimieues,0 2_Neativioutes D 3_Selenomonadales 0 4_Acidaminocaceaseae
-DD Bacteria_1_Fimicutes;0_2_Negatiicutes 0_3_SelenamonadalesD 4 Veillonellacese
-DD Bacteria0_1_Proteobacteria’D 2_Betaproteobacteria’D 3_Burkholderiales0 4 Alealipenacese
-DD Bacteria0_1_Proteobacteria’D 2_Deltaproteohacteria 0 3_Desulfovibrionales; 4 Desuffovibrionaceas
-D 0_Bactera 0_1_Profeobacteria0_2_Gammaprofeobacieria)_3_Enterobacteriales ) 4 Enterobacteriaceas
00_BacteriaD_{_Verrucomicrobia 0_2_Verueomicrobiae 0 3_Verrucomicrobiales:) 4 Vemucomicrobizce;

- nassigned Other Other,Other Other

BlZI_I
Bl3I_I

E110
E111

Slika 15. Stupicasti dijagram zastupljenosti bakterijskih obitelji u pojedinom uzorku

koje je vidljivo da su u uzorcima svjezeg fecesa najzastupljenije bakterije obitelji
Bacteroidaceae i Rikenellaceae koje pripadaju koljenu Bacteroidetes te bakterije obitelji
Ruminococcaceae i Lachnospiraceae koje pripadaju koljenu Firmicutes. Dodavanjem
hranjive podloge u sustav i mijenjanjem pH vrijednosti opadala je zastupljenost
Bacteroidaceae i Rikenellaceae obitelji uz istodoban porast zastupljenosti Lachnospiraceae,
Lactobacillaceae i Erysipelotrihaceae te nakon je drugog dana procesa i dodatka druge po
redu hranjive podloge, drasti¢no porasla zastupljenost bakterija obitelji Bifidobacteriaceae s
pocetnih 0,1 — 0,2% na 29,53 — 53,24%. Treceg dana procesa, kada je u sustav dodana treca i
posljednja hranjiva podloga, je vidljiv porast zastupljenosti bakterija obitelji Clostridiaceae 1
i Veillonellaceae (samo u prvom uzgoju) uz istodobno smanjenje zastupljenosti obitelji
Lachnospiraceae, sve pripadnika koljena Firmicutes. Zastupljenost obitelji Alcaligenaceae,
pripadnika koljena Proteobacteria, je relativno postojana tijekom cijelog procesa.
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- 00 Bacteriz 0_{_Aetinobacteria 0_2_Actinobacteriz;0_3_Bifidobacteriales;0_4_Bifidobacteriaceae;) § Bifidobacterium
- 00 Bacterz 0_|_Bactroicetes;0 ) Bacteroidia D 3 Backeroidales 0_4_Backroidaceae) § Bacheroides
- 00 Bacteriz0_{_Bacteroidetes;0 2_BacteroiiarD__Bacteroidales 0 4_Bacteroidales 524 groupD § weulfured bacteriom
0
i

-D_ Bacteria ) 1_Bacteroidetes;0_2_BacteroiciarD 3_Backeroidales:D 4 _Porphyromonacaceae; § Bamesiella
-D_ Bacteria0_1_Bacteroidetes:) 1 Bactericia ) 3_Backroidales 4 _Porphyromonacaceae;) § Parabaceroices
- 00 Bacteriz 0_{_Aetinobacteria 0_2_Coriobacteriia;) 3_Coriobacterizles;) 4_Coriobacterizeeag0 § Collnsela

0.0_Bacteriz 0_1_Bacteroidetes0 2_Bacteroidia D 3_Bacteroidales;) 4_Rikenelaceae § Alistipes
- 0.0_Bacteriz 0_1_Firmicutes;0_2_BaciliiD 3_Lactobacilales;0 4_Lactobacilaceas) § Lactobacillus
- 0.0_Bacteria 0_1_Fimicutes:0_2_Clostrdia0_3_Closhridiales;D 4_Christensenelaceae;0 § Christensenellaceas R group
- D.0_ BacteriaD 1_Firmicutes;0 2_Clostidiz 0 3_Clostridiales D 4_Clostridiaceae 1.0 8 Clostidium sensu shicto |

Sl | |

- I [

0 0_BacteriaD 1_Fimicutes;D 2 Clostridia 0 3_Clostridiales;D 4 Lachnospiraceae; § Anarosfipes
- 0 0_BacteriaD_1_Fimicutes;D_2_ Clostridia;0_3_Clostridiales;0_4_Lachnospiraceae;0 § Blaufia
- 0.0_Bacteria 0t _Fimicutes;0 2__Closiridia;0_3_Clostridiales;D 4_ Lachnospiraceae ) § Dorea
- 0.0_Bacteria D {_FimicutesD 2_Closiridia;0__Closfridiales:D _Lachnospiraceae;) § Fusicatenibacter
- 0.0_Bacteria D {_FimicutesD 2__Closiridia;0 3_Clostridiales;D 4_Lachnospiraceae) § Incertze Sedis
- 0.0_Bacteria D {_FimicutesD 2_Closiridia;0__Closfridiales:D 4_Lachnospiraceae; § Lachnoclosfridium
- 0 0_BacteriaD 1_Fimicutes;D 2 Clostridia;0_3_Clostridiales0 4_Lachnospiraceae;0 § Rosehuria
- 0.0_Bacteria 0t _Fimicutes;0 2__Clostridia;0_3_Clostridiales;0 4__Lachnospiraceae;) & [Eubacterium halli group
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Slika 16. StupiCasti dijagram zastupljenosti bakterijskih rodova u pojedinom uzorku s

odgovaraju¢om legendom

Promatraju¢i kretanja taksonomske raznolikosti bakterija na razini roda (Slika 16)
oCigledna je kompleksnost sastava mikrobiote. U bakterijskom koljenu Firmicutes u
uzorcima svjezeg fecesa najzastupljeniji rodovi Faecalibacterium i Ruminococcaceae UCG-
014. Rod Faecalibacterium, u kojem je najpoznatija vrsta Faecalibacterium prausnitzii, je
jedan od najzastupljenijih bakterijskih rodova u debelom crijevu Covjeka te se bakterijskim
vrstama koje mu pripadaju pripisuju potencijalni pozitivni ucinci na zdravlje domacina
(Lopez-Siles, 2017). Kako je proces tekao, zastupljenost roda Faecalibacterium je
kontinuirano opadao §to bi moglo biti uslijed njegove potrebe za esencijalnim kiselinama
poput propionske, iso-butiri¢ne, n-valeri¢ne i iso-valeri¢ne kiseline (DSMZ, 2017) za svoj rast,
koje nisu predvidene kao sastojci odabrane hranjive podloge koristene u ovom in vitro uzgoju.
Kasnije u procesu uzgoja, od Firmicutes koljena prevladavaju rodovi Erysipelotrichaceae
UCG-003, Dorea, Clostridium sensu stricto 1 i Roseburia ¢ija zastupljenost je ipak veca u
drugom uzgoju te se krece u rasponu 0,8 — 21,2 % naspram zastupljenosti u prvom uzgoju od
0,9 - 6,2 %. U koljenu Bacteroidetes prevladavaju rodovi Bacteroides i Alistipes, a u koljenu
Actinobacteria su najzastupljeniji rodovi Bifidobacterium i Collinsella. Nagli porast roda
Bifidobacterium u drugom dijelu obaju paralelnih uzgoja se mozda dogodio uslijed brze
reakcije navedenog roda na promjene uvjeta u in vitro sustavu ili se takva promjena
potencijalno dogodila zbog biasa metode izolacije ili sekvencioniranja. U Kkoljenu

Verrucomicrobia je najzastupljeniji rod Akkermansia za koji je poznato da bakterijske vrste
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koje mu pripadaju razgraduju mucin te ga potom koriste kao izvor ugljika, dusika i energije za
vlastiti rast (Derrien i sur., 2008). Upravo cinjenica da im je glavni izvor energije mucin koji u
koristenoj hranjivoj podlozi nije bio prisutan objasnjava znacajniju zastupljenost Akkermansia
roda u uzorku svjezeg fecesa i uzorku izuzetom nakon adaptacijskog perioda te njeno potpuno

smanjivanje daljnim tijekom procesa.

4.2. ALFA RAZNOLIKOST

Alfa raznolikost predstavlja raznolikost vrsta u svakom pojedinom uzorku ili stanistu
te opisuje bogastvo vrsta, ili nedostatak istih, u jednom uzorku. Odredivanje alfa raznolikosti
u QIIME programu se vrsi u Cetiri koraka: prvi korak je stvaranje prorijedenih OTU tablica
koje predstavljaju bazu za odredivanje alfa raznolikosti, drugi i tre¢i koraci su mjerenje
raznolikosti, odnosno odredivanje prisutnih vrsta za svaku OTU tablicu dobivenu u prvom
koraku sluc¢ajnim uzorkovanjem iz glavne OTU tablice u pravilnim koracima do dostizanja
broja uzoraka koji odgovara najmanjem uzorku. Posljednji, Cetvrti, korak je generiranje
dijagrama za vizualizaciju pomo¢i mapping dokumenta 1 tablica iz prethodnih koraka. Za
vizualizaciju alfa raznolikosti se Kkoriste regresijske krivulje poput krivulja prikazanih na
slikama 17 i 18. Na slici 17, svaka krivulja predstavlja odredenu kategoriju — u ovom slucaju
prikazuje broj procijenjenih OTU-ova u uzorcima izuzetima iz bioreaktora (crvena krivulja) i
iz uzoraka svjezeg fecesa (plava krivulja), uz naznafenu razinu greSke za svaki korak
poduzorkovanja. Na slici 18 su prikazane rarefrakcijske krivulje procijenjenin OTU-ova za
svaki pojedini uzorak izuzet iz bioreaktora i svaki pojedini uzorak svjezeg fecesa s
pripadaju¢om legendom. Na objema slikama je vidljivo da nije dosegnuta horizontalna
asimptota sto znaci da broj ocitanih sljedova po uzorku nije bio dovoljan da bi u potpunosti

odredio njihovu bakterijsku bioraznolikost.
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Slika 17. Prikaz alfa raznolikosti rarefrakcijskim krivuljama u ovisnosti procijenjenih OTU-

ova i sekvenci po uzorku za uzorke izuzete iz bioreaktora i uzorak svjezeg fecesa

Regresijske krivulje na slici 17 prikazuju alfa raznolikost uzoraka svjezeg fecesa,
plava krivulja, te uzoraka izuzetih iz bioreaktora tokom procesa uzgoja mikrobiote, crvena
krivulja. Iz grafa je vidljivo da je veca alfa raznolikost prisutna u uzorcima svjezeg fecesa
nego kod uzoraka izuzetih iz bioreaktora. Ovakav rezultat je pak ocekivan posto je iz
literature poznato da uzgojem mikrobiote u in vitro sustavima dolazi do smanjenja
raznolikosti mikrobiote, bilo zbog pojedinih uvjeta koji pogoduju rastu odredenih vrsta ili
zbog sastojaka hrane dodavanih u sustav koje odredena bakterijska preferira kao hranu za

vlastiti rast (Aguirre i Venema, 2017).
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Slika 18. Prikaz alfa raznolikosti rarefrakcijskim krivuljama u ovisnosti procijenjenih OTU-

ova i sekvenci po uzorku s pripadaju¢om legendom za svaki pojedini uzorak
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Na slici 18 su prikazane krivulje gdje svaka krivulja predstavlja odredeni uzorak. 1z
grafa je vidljivo da najvecu alfa raznolikost imaju uzorci GM2 i F10 koji predstavljaju uzorke
svjezeg fecesa, potom ih slijede uzorci B11 i BM3 gdje je B11 uzorak izuzet iz bioreaktora
odmah po inokulaciji,a BM3 nakon dodatka prve hranjive podloge u bioreaktor. Uzorci BM1,
B14, BM2, BM4, B13 i B12 imaju vrlo sli¢nu raznolikost koja je vidljiva iz blizine njihovih
krivulja u grafu. Sli¢na situacija je i kod uzoraka BM5, B17 i B16. Nesto manju raznolikost
imaju uzorci B15 i BM6 dok je najmanja raznolikost primije¢ena kod uzoraka B18, B19,
BM7, B110 te B111 $to je i za oCekivati poSto su ovi uzorci uzorkovani pretposljednjeg i

posljednjeg dana procesa.

4.3. BETA RAZNOLIKOST

Beta raznolikost predstavlja raznolikost izmedu vise uzoraka u analizi ¢ime se dobiva
uvid u slicnosti prisutne crijevne mikrobiote. Rezultat odredivanja beta raznolikosti je
kvadratna matrica u kojoj je izracunata udaljenost koja predstavlja razli¢itost izmedu svakog
uzorka. Za racunanje udaljenosti izmedu uzoraka se koriste netezinska i tezinska UniFrac
metrika. NeteZinska UniFrac metrika je kvalitativna jer daje informaciju samo o prisutnosti,
odnosno odsutnosti taksonomskih grupa u uzorcima, dok tezinska UniFrac metrika obuhvaca
prisutnost i zastupljenost samih taksonomskih grupa sto ju cini kvantitativnom. Za
vizualizaciju usporedbe sastava mikrobiote izmedu svih uzoraka Kkoristena je osnovna
koordinatna analiza (,,Principal Coordinates Analysis“ - PCoA). PCoA metoda smjesta uzorke
u trodimenzionalni okvir na temelju udaljenosti odredenoj UniFrac metrikom, sto je vidljivo
na slikama 19 i 20. Netezinski PCoA na slici 19 prikazuje prisutnost taksonomskih grupa u
uzorcima svjezeg fecesa 1 uzorcima izuzetima iz bioreaktora grupiranih po danim procesa, a
tezinski PCoA na slici 20 je koristen za prikaz rezultata beta raznolikosti koji omoguéuje
uocavanje sli¢nosti, odnosno razli¢itosti uzoraka na osnovu prisutnosti i zastupljenosti
razli¢itih mikrobnih vrsta u uzorcima dvaju paralelnih uzgoja mikrobiote u bioreaktoru. Osim
PCoA prikaza beta raznolikosti odredenu netezinskom i tezinskom UniFrac metrikom,
provedena je i statistiCka analiza za koju su koristene ADONIS i ANOSIM metode kako bi se

odredila statisticka znacajnost grupiranja.
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Slika 19. PCoA prikaz beta raznolikosti netezinskom UniFrac metodom
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Slika 20. PCoA prikaz beta raznolikosti tezinskom UniFrac metodom

Na slici 20 se nalazi trodimenzionalni prikaz beta raznolikosti s naznacenim klasterima
uzoraka grupiranima po danu. Svaki klaster odgovara odredenom danu procesa, tako klaster u
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naranc¢astom obruc¢u oznacava uzorke svjezeg fecesa, a odmah do njih se nalaze i crvene
kuglice grupiranih uzoraka izuzetih iz bioreaktora odmah nakon inokulacije fecesa u
bioreaktor. Nadalje, u plavom obrucu se nalaze klasteri uzoraka uzorkovanih prvog dana
procesa prije i nakon dodavanja prve hranjive podloge u sustav, zeleni obru¢ oznacava
klastere uzoraka uzorkovanih drugog dana procesa, a ljubicasti prikazuje uzorke uzorkovane
treceg dana procesa. Na temelju udaljenosti uzoraka u PCoA prikazu je vidljivo da je
mikrobiota za svaki pojedini dan procesa u kojem je dodavana hranjiva podloga u sustav
sli¢cnog sastava u oba paralelna uzgoja te se razlikuje od mikrobiote u pocetnim uzorcima. U
odnosu na netezinsku UniFrac metriku vidljivo je da beta raznolikost dobivena tezinskom
UniFrac metrikom bolje definira klastere po danu, neovisno o kojem uzgoju se radi. Nakon
provjere rezultata statistickom analizom koriste¢i neparametrijske  ADONIS i ANOSIM
metode koje testiraju da li se definirani klasteri uzoraka znac¢ajno razlikuju, dobiveno je u obje
metode da su klasteri definirani po danu uzgoja statisticki znacajni sa p vrijednoséu 0,001. R?
vrijednost koju daje ADONIS metoda oznacava postotak varijacije udaljenosti koju
objasnjava testirano grupiranje. ADONIS metoda je testirala klasteriranje uzoraka na
udaljenostima dobivenim netezinskom i tezinskom UniFrac metrikom grupiranih na temelju
dana uzgoja za za svaki pojedinacni uzgoj i za oba uzgoja zajedno. Grupiranja su znacajna za
sve testirane parametre sa p-vrijednoséu 0,001, dok R? vrijednost varira ovisno o koristenoj
UniFrac metrici i parametru. Koristenje tezinske UniFrac metrike i odvojeno gledanje svakog
uzgoja po danima, najbolje opisuje klasteriranje s R? vrijednoséu 0,95397, dok je vrijednost
za oba uzgoja zajedno 0,84482. Netezinska UniFrac metrika losije opisuje grupiranje s R?
vrijednostima 0,43819 i 0,73515. ANOSIM metoda takoder daje rezultat da su klasteriranja
po danima uzgoja statisticki znacajna s p-vrijednos¢u od 0,001 i R vrijednostima blizu 1
oznacavajuci znacajnost grupiranja. Takva sli¢nost pocetnih uzoraka svjezeg fecesa i uzoraka
izuzetih iz bioreaktora odmah nakon inokulacije mikrobiote u sustav, iskljucuje utjecaj
uporabe razli¢itin kitova za izolaciju DNA na sam postupak odredivanja bakterijske
bioraznolikosti. Blizina klastera po danima procesa u oba paralelna uzgoja potvrduje
reproducibilnost in vitro procesa kultivacije mikrobiote uz odredeni dio varijacije uzorka
definiran razlikom u pocetnom inokulumu, sto i dostupna istrazivanja takoder potvrduju
(Cordonnier i sur., 2015; Aguirre i sur., 2014).

U konacnici, nakon uspjesno provedenog uzgoja crijevne mikrobiote u in vitro sustavu,

ocigledno je da ¢e se u buduc¢im istrazivanjima trebati optimizirati hranjiva podloga s obzirom

na pojedina bakterijska koljena. Pritom se poglavito misli na Bacteroidetes ciji je gubitak na
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bi se toc¢nije mogao definirati sastav mikrobiote uzgojene u in vitro sustavu, potrebno je
produljiti vrijeme uzgoja mikrobiote te bi se tek onda potencijalno mogao definirati sastav
mikrobiote iz in vitro sustava koji bi se kasnije mogao Koristiti kao standardni pocetni

inokulum za sve buduce procese.
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5. ZAKLJUCCI

1) Uzgoj crijevne mikrobiote u in vitro sustavu rezultira sastavom mikrobnih zajednica koje

su reproducibilne.

2) Hranjiva podloga koriStena za prihranu mikrobiote nije optimalna za sve prisutne

mikroorganizme te ju je potrebno modificirati.

3) Sli¢nost mikrobiote u sustavu, definirana beta raznoliko$¢u, pokazuje da je moguce

razluciti svaki pojedini dan uzgoja.

4) Uzgojem u bioreaktoru dolazi do gubitka bioraznolikosti mikroorganizama vidljivih iz

analiza alfa raznolikosti.

5) U in vitro sustavu dolazi do znacajnog gubitka koljena Bacteroidetes i do znacajnog
porasta zastupljenosti koljena Actinobacteria.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Tablica s odvagama ugljikohidrata SIEM-a za prihranu P1 (600 mL)

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

Pektin 2,8282 2,8237
Ksilan 2,8217 2,8241
Arabinogalaktan 2,8209 2,8248
Amilopektin 2,8225 2,8240
Kazein 14,1245 14,1201
Skrob 23,5273 23,5234
Tween 80 10,2000 10,2000
Baktopepton 14,1114 14,1177
Zugne soli 0,2444 0,2455

Prilog 2. Tablica s odvagama soli za SIEM za prihranu P1

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

K2PO3 x 3H,0 0,6297 0,6350
NaCl 1,4870 1,4876
FeSO; x 7H,0 0,0018 0,0019
MgO; x 7H,0 0,1646 0,1685
CaCl; x 2H,0 0,1124 0,1132
Zuéne soli 0,0166 0,0170
Cisetin hidroklorid 0,1024 0,1028




Prilog 3. Tablica s odvagama ugljikohidrata SIEM-a za prihranu P2 (1200 mL)

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

Pektin 5,6474 5,6458
Ksilan 5,6487 5,6475
Arabinogalaktan 5,6491 5,6436
Amilopektin 5,6470 5,6430
Kazein 28,2509 28,2222
Skrob 47,0639 47,0448
Tween 80 20,4000 20,4000
Baktopepton 28,2627 28,2374
Zuéne soli 0,4845 0,4838

Prilog 4. Tablica s odvagama soli za SIEM za prihranu P2

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

K2PO3 x 3H,0 1,1458 1,1479
NaCl 2,7025 2,7134
FeSO; x 7H,0 0,0035 0,0033
MgO; x 7H,0 0,3017 0,3018
CaCl, x 2H,0 0,2036 0,2054
Zuéne soli 0,0303 0,0338
Cisetin hidroklorid 0,1856 0,1860




Prilog 5. Tablica s odvagama soli za otopinu dijalizata (500 mL)

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

K>PO3 x 3H,0 0,9548 0,9486
NaCl 2,2530 2,2650
FeSO3 x 7H,0 0,0026 0,0030
MgOs; x 7H,0 0,2514 0,2536
CaCl; x 2H,0 0,1698 0,1703
Zuéne soli 0,0254 0,0259
Cisetin hidroklorid 0,1540 0,1542

Prilog 6. Tablica s odvagama sastavnica vitaminske otopine (10 mL)

SASTOJAK KOLICINA (g/L)
Prvi uzgoj Drugi uzgoj

Menadion 0,0113 0,0108
D-biotin 0,0208 0,0227
Vitamin By, 0,0054 0,0011
Pantotenat 0,1007 0,1131
Nikotinamid 0,0506 0,0535
p-aminobenzen 0,0508 0,0516
Tiamin 0,0408 0,0420
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Prilog 7. Skica polukontinuiranog in vitro sustava koji su konstruirali Miller i Wolin, 1981.

godine (Prilagodeno prema Rumney i Rowland, 1992)

Prilog 8. Originalan prikaz in vitro sustava Miller i Wolin iz 1981. godine (Miller i Wolin,
1981.)
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Prilog 9. Skica in vitro sustava koji je koristio Duncan 1986. godine (Prilagodeno prema
Rumney i Rowland, 1992)
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Prilog 10. Skica in vitro sustava koji su koristili Merry i sur., 1987. godine (Prilagodeno
prema Rumney i Rowland, 1992).



Prilog 11. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini razreda
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0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 1.7% [ 0.3% | 0.3% | 0.4% | 0.5% | 0.1% | 0.1% | 0.4% | 0.6%
00% 0.0% 0.0% D0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%0.0%] 0.0% | 0.0% | 0.0%
00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] [0.0%] 0.0% [0.0%]

D3 Bl

12 P
Proteobacteria:Other:Other
Saccharibacteria;D_2_Unknown Class;D 3 Unknown Order
Tenericutes:D_2_ Mollicutes:D 3 Mollicutes RFS
Tenericutes;D_2_ Mollicutes;D 3 NBi-n
Verrucomicrobia;D_2_Opitutae;D 2 _Opitutae vadinHABL

I D_0_BacteriaD_f

I 0_0_Bacteri
I ©_0_ Eacteria;Other, Other; Other
[ unassigned:Other:Other: Other

Verr :0_2_Verr :D 3 Verr

(0% 0% 0% 0.0%] 0% ] 0.0% [ 1.0% [ & 0% [ 0.0 0 % 0.0 [ 0.0%] 0.0% om
[ 12 | 1| 150 0.5 | 0w [ o.ow [ 0.2 [ .20 [0 0.0 [ s [025] o

0.2%
00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% |0.0%| 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0%

0.3%

0.3%

|o|m\|otm|\ow.||no%||otm|\on%\|no%||ow|otm 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% |0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0%  0.0% | 0.0% ] 0.0%
0.0%) 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 0.0%] 0.0% 0.0%
[0.0% [0 0% [ 0.0% [ 0% [0.0% [ 0.0 [ 0.0% [0 [ 6.0 [ 0. (0.0 [0.0%] o.0% [0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% |[0.0% |[0.0%]
0.0% ][ 0.0% | [0.0% [ 0.0% |[0.0% | [0.0% [ 0.0% |[0.0% | 0.0% ][ 0.0% [[0.0% ] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0% ] 0.0%]
[00%] 0.0% 0.0% [0.0%][0.0%] 0.0% 00% [00%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% [0.0%]
[0.3%] 0.3%]
o o e ow]

0.0% | 0.0% | 0.0%

0.0% 0.0%

34% | 2.6%




Prilog 13. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini porodice (obitelji)

Legend Taxonomy
I 0 0_ Archaes; 0_2_} )3 iales;D 4
I O 0_ Eacteria: )_2__Acti iaD_3_ 4
N D_0_Bacteria: ) 2_J )_3_| iales;D 4 iaceae
I D_0_ Eacteria: ) 2_J )_3__Cor 4 Cor
I D_0_Bacteria:D, | ) 2_ )_3_| iales;D 4
D_0_ Bacteria:0_1_/ 12 13 D4 T
D_0__ Bacteria;D_1__ )_2__Cori )_3__Cor D4 Cor
D_0__Bacteria; |__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidetes VC2.1 Bac22;D_3__uncultured bacterium;D 4 uncultured bacterium
N D_0_ Bacteria;D_1_| D4
[ D 0 Bacteria; D4 RF1E group
[ 0 _0_ Bacteria:D, | D4 8247 group
I 0_0_Bacteri D4 cR1S
D_0_Bacteriz:0_t_| D4
[ D_0_Bacteria;D_1_| D4
D_0_Bacteria;D_i_| 04
D_0_Bacteria; 04
N D_0_Bacteria;D_1_| | ) 3| Other
D_0_Bacteris;0_i_Bacteroidetes;D 2_ Flavobacteriia;l 3_ Flavobacteriales;D 4 Cryomorphaceas
D_0_Bacteria:0_i_Bacteroidetes:D_2_Flavobacteriia:l_3_Flavobacteriales:D 4 _Flavobacterizceae
I 0 0_ EBacteria: D_2_ ia:D_3__! D4 Cf
N D_0_Bacteria: Bamrmd!'bes Other:Other; Other
[ D_0__Bacteria:D_1__Cyanobacteria;D_2_ Chloroplast:D_3_ Allium cepa (onion);D 4 Allium ceps (onion)
N 0_0_ Bacteria:0_1_Cyanobacteria;D_2_ Chloroplast:Other; Other
I 0 _0_ Bacteria:D_1_C; )2 i D 4 uncultured bacterium
N D_0__Bacteria:D_1_C; D4 ltured
N _0_Bacteriz:D_1_C) Other
N D 0_ Bacteria:D_1_Firmicutes:0_2_ Bacilli:D_3_| Em:l\la\es u 4 Family XI

I D_0_ Bacteria:D_1_Firmicutes:0_2_ Bacilli:0_3__Bacillales;D 4 Listeriaceae
_Firmicutes:0_2_Bacilli:0_3_ Bacillales:D 4 _Planococcaceae

Bacilli;D_3__Lactobacillales;D 4 Enterococcaceae

D_0_ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2_ Baeilli;D_3__Lactobacillales;D 4 Lactobacillaceae

| _ Firmicutes;D_?_Bacilli;0_3_ Lactobacillales;D 4 Rs-D42
D_0_Bacteria:0_t_Firmioutes:D_2_Bacilli:0_3_Lactobacillales:D 4 _Streptovocoacese

_ Firmicutes;D_2_Bacilli;D_3_ Lactobacillales;Other

_ Firmicutes;D_2_Bacilli:Other;Cther

_ Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_Clostridiales;D 4 Christensenellaceae
_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_ Clostridiales;D 4 Clostridiaceae 1
_Firmicutes:D_2_Clostridia:D_3_Clostridiales:D 4 _Clostridiales vadinGB50 aroup
_Firmicutes:0_2_Clostridia:D_3_Clostridiales:D 4 _Defluviitaleacese

! _Firmicutes:D_2_Clostridi
D_0_Bacteria:0_1_Firmicutes:D_2_Clostridia:D_3_ Clostridiales:D 4 Family XI
_Firmicutes:D_2_Clostridia:D_3_Clostridiales:D 4 Family XIl|
D_0_Bacteria:0_1_Firmicutes:D_2_Clostridia:D_3_ Clostridiales:D 4 Lachnospiraceae
_Firmicutes:0_2_Clostridia:0__Clostridiales:) 4 Peptococcacese
_Firmicutes:0_2_Clostridia:0_i_Clostridizles:D 4 _Peplostreptococcaceze
_Clostridiales;D 4 _Ruminococcacese

_Clostridiales;D 4 Eubacterizcese

__Firmicutes;D_2_ Clostridia;D :

robacterales;D 4 Tt

| " Firmicutes:D_2_Erysipelotrichia:D_3_Erysipelotrichales:D 4 Erysipelotrichaceae

[ D_0_Bacteria;0_1_ Firmicutes:D_2__ Negativi D_3_! 4

N 0_0_Bacteria;0_1_ Firmicutes:D_2_| ivi 03! 4

[ 0_0_ Bacteria;D_1_Firmicutes; Other;Other; Other

N C 0 Eacteriz;D 1_Fusobscteria;D_2_ Fuscbacteriia;D_3_ Fuscbacteriales;D 4 CFT112H7

I © 0 Bacteriz;D 1_ Gracilibacteria;D_2_ uncultured bacterium;0_3__uncultured bacterium;D 4 uncultured bacterium

I © 0 Bacteriz;D_1_ Gracilibacteria;Other; Other; Other
I C 0 EacterizD 1_Lenti D 2_ Lenti 1 3_ Victi D4
N 00 Bacteria;D 1_| ia;0_2_ Alphapr 4 G
I O 0 EacterizD 1_| ia;0_2_ Alphapr D4
I C 0 BacterizD 1_| ia;0_2_ Alphapr D4 iaceae
0 0_Bacteria;0_1_| i2;0_2_ Alphap 4
D 0_Bacteria;0_1_Proteobacteria;D_2_ Alphaprotecbacteriz; Mswmues D 4_Rhodospiriliazes
0 0_Bacteria;0_1_| i2;0_2_ Alphap 4 Incertae Sedis
D4

Proteobacteria;D_2_Betaproteohacteria;0_J_Burkholderizles:D 4 Burkholderiscese
0 4 Comsmonadaceae
0 4 Oxalobacteraceae
:Other

_Bdel\wmnom\e D 4 Bacteriovorscaceas
3_Desulfovibrionales;D 4 _Desulfovibrionaceae

Total B11 BE12 B13 B14 B15 B16 B17 B1E8 BE13 B110 B111 BEM1 BM2 EM2Z BM4 BMS BME BM7 F10 GM2
% % % %% %% % %% %
“‘W'|:\l“W'HW%H“WIIOWHM%II'”""H“J [o.0%][0 .“_ﬂ_l'”“" o0 [0 0% |[0.05] 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% - [o0%]
18.5% [0.2% [0.2% [1.7% H 1.5% |--E'-3%HH 44,25 [22. 5% .15 (o0 | WV__| [50.9%][53.2%] 0.7% | 0.1%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%]
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%][0.0%] 0.0% [0.0%]
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0%% 0.1% 08% 1.0% 14%  09% 25% 23% 04% | 01% 01% 02% 01% 30% | 23% 12% 09%% 03% | 02% 01% 01%
0.0% 0.0% 0.0%  0.0% 0.0% | 0.0% 00% 00% 0.0%
1o 57 3 5] 7| 0|5 [0 [ 79[ 7 [ 7 v o ] 7 7 0 w5 o
0.0% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% [00%] 0.0% 00% 00% 00% 00% 00% [0.0%] 0.0%
2.6% [6.6% |[7.4% | 7.6% || 7.0% | 2.0% || 2.8% || 2.9% | 0.4% || 0.2% | 0.2% ][ 0.1% | 9.2% || 0.3% ][ 0.3% || 0.7% | 0.5% | 0.2% | 0.1% | 1.5% [ 2.6%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% ﬂWEﬂW 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00%
2% [3.2% | 1.4% [ 1.1% [ 0.9% | 0.3% ] 0.4% [ 0.3% | 0.1% ] 0.0% || 0.1% | 0.0% | 10.7% | 4 8% [ 4.4% [ 2.5% | 1.2% ] 0.4% |[0.1% | 52%] 6.1%
0.5% | 2.8% ][ 0.5% | 1.7% | 2.5% | 1.4% | 0.0% || 0.0% [ 0.0% || 0.0% | 0.0% ][ 0.0% | 0.3% | 0.1% ][ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.3% [ 0.6%
26% 26% |07%) 06% 06%) 0% 03% [ 0.4% 04% | 04% 0.1% | 04% [137% 34% | 41% 23% [ 12%] 02% [01%[133% 81%
0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% [00%] 0.0% [00%] 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00%
0.4% [0.4% | 0.1% [ 0.1% | 0.1% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% ][ 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.3% | 0.4% [ 0.1% | 0.1% [ 0.0% | 0.0% || 0.0% ][ 0.9% ][ 0.3%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0%) 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0% [ 0.0% | 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0%] 0.0%
0.0% 0.0% 0.0%) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% [0.0%][0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0% [ 0.0% ] 0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0%  0.0% [0.0%][0.0%]
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%]
nw.-nw. ----- om-ocm-ow. 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.2%] 0.0%]
1 e A

ot [ feve [ epe T mefuoe o [moc| o mer o e Eos are ues e fros fercaes
0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% [o1%]
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% --- 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
o.0% [0 00w o] 0] 00w 0. [0 00w [ s 00w [v0w] v.0% (00w [ a0w] 0o s 00%] oo% 0o
0.0% [00%] 0.0% 00% 00% [0.0%]00%] 0.0% ]_“_"_“_“_U_“_\ 0.0%[[0.0% [o.0%[00%] 0.0% o0%
00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00% 00%]00% 00% [00%] 00% 0.0%
00% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% |[0.0% ] 0.0% ] 0.0%] 0.0% 0.0%
0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 00% [00%] 0.0% 00% 00% 00% [00%] 0.0% [00%] 0.0% 00%
0.0% 0.0% nw|00%Hnw||ow”omi||owHo|%||nm”ow.unm||oo%”nm||ow”o_||_\onmWomﬁ
64% 27% 117% 98% 65% 40% S56% 96% 124% 69% 7 1% 154% 00% 00% 00% 353% 11.1% 134% 67% 0.1% 0.0%
0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% | 0.0%] 0.0% ] 0.0% ] 0.0% ] 0.0% ][ 0.0% | 0.0% ] 0.0% [0.0%] 0.0%  0.0%] 0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 00%
0.0% [0.2% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% || 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0%] 0.0% |[01% ] 0.0%] 0.0%
00% 00% 00% 00% 00% [00%|[00%] 0% [00%] 00w ] 00w |[00%] 00% [00%] 00% (00w |[00% ] 0vk [ 00%] 0.0% [00%]
0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0%) 0.0% 00% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [00%] 0.0% 0.0% 0.0%
1.7% [6.8% |[0.4% [ 0.4% |[0.3% [ 0.1% ][ 0.4% [ 0.9% | 0.1% [ 0.0% | 0.4% ][ 0.0% J[10.3%] 2.1% [ 2.2% [ 2.0% [ 2.0% | 0.3% [[0.4% | 4.6% [1.7%
7% [04% | 005 [ 0.4% | 0.0 [ 015 | 0.9% | 0.9 | £.0% | 12.0%]15.9% [ 150 .4% | 0.4 [ 0.1% | 0.#% 0%  &.9% [ 19.0%] 0.2% | 0.t
0.0% [0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% ] 0.0% || 0.0% | 0.0% | 0.0% || 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0%  0.0% [0.0% |[0.0% | 0.0%] 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% |0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0%
0.0% 0.0% 0.0%) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0% ) 0.0% ] 0.0%] 0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0%] 0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0%
0.3% 0.0% 0.0% [0.0% [ 0.0% [ 0.0%] 0.0%] 0.0% [0.0%][0.0% |[0.0% | 1.0% [ 0.4% | 0.2% [ 0.2% |[0.9% | 0.1% ] 0.2% | 3.4% | 0.0% ] 0.4%
0.0% [0.4% |[0.0% |[0.0% | 0.0%] 0.0% [0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | [0.0% | 0.0% [ 0.1% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% |[0.0% | 0.0% | [0.1% | 0.0%
17.8% 5.4% 22.B% 20.5% 25.5% 55.0% 425% 39.0% T.9% 6.0% T.0% 52% 4% Z0.3% 243% 154% 10.5% 54% 20% 14.8% 10.6%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%0.0% | 0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0%] 0.0%
0.0% [0.4% [ 0.0% [ 0.0% ] 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 0.0% ocm nw. 0.1% ][ 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% || 0.0% | 0.0% ] 0.2% | 0.1%
uw.\om"nmHom"nmHom"nmuow."|m\\|:ﬁ||—\]m||om”om||oz%\om 0.9% | 3.0% [ 2.0% | 0.1% [[0.1%
0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% [00%] 00% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%]
9.9% [1.5% |[22.6%|[20 7%][26_3%] [ 6.3% [[10.2%][13 75| 2.4% | 0.6% | 0.7% ][0 8% | 0.2% | [18.4%|[33.4%][24 v5][12.6%] 1 2% | 0.4% | 0.5% [[0.4%
0.4% [4.7% | 0.2% ] 0.2% | 0.4% | 0.0% [ 0.1% | 0.1% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 2.5 0.2% [ 0.2% | 0.8% | 1.2% | 0.2% [ 04% | 0% [ 0.5%
1.3% [0.0% | 0.0% [ 0.1% ][ 0.3% | 0.3% | 0.0% | 0.0%
0.0% [0.0% [ 0.0% | 0.0% |[0.0% ][ 0.0% [ 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0 0% ] 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.1% [ 0.0% [0 1% [ 0.1%] 0.0% [0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0%
0.0% 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% [COR[O0R[0.0%] 0.0% [EORJ00%] 00% 0.0% 0% 00% 00% 0.0% [L0R[00% 00% |00 ] 10%] 0.0%
0.0% [0.0% ] 0.0% [0.0%] 0.0% ]—“—U*"otm”om"owuojow 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%][0.0%] 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] -- 00% | 0.0%
0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%) 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0%) 0.0%
0.6% [ 1.6% | 0.0% ] 0.4% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.6% ] 0.3% | 0.2% | 0.1% | 0.4% | 0.0% | 0.0% | 2.6% | 6.4%
0.0% 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%
0.0% 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
6.7% [4.5% 4% [Tan[eo% s 7.0% | 5.4% m\\rj@.uam"lmu5m||4m\\9:||j\ym||ae%u|-m 34%
0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0% [0.0% [0.0% ] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%][0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0%
0.0%  0.0% [0.0%] 0.0% [ 0.0% 0.0%] 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0% ] 0.0% [0.0%] 0.0% [ 0.0% ] 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0%] 0.0% [ 0.%]
0.0% [0.4% | 0.0% ] 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.1% ] 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0%
0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0%] 0.0% O0.0% ) 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%) 0.0%
0.0% 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%][0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

| 4 G
00_Bacteria:0_1_| D4

I O_0_ Bacteria; D4 C
I o_o_| Bmemnl D4

0.3% [ 1.8% [ 0.1% ] 0.1% || 0.9% ][ 0.0% |[ 0.0% || 0.0% [ 0.0% || 0.0% || 0.0% || 0.0% || 1.7% ][ 0.3% | 0.3% ][ 0.4% [ 0.5% || 0.1% | 0.1% | 0.4% || 0.6%]
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%]0.0%) 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

_B38:D 4 _uncultured bacterium

0.0% 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% [[0.0% | 0.0% 0% [0.0% | 0.0% [0.0%][0.0% [ 0.0% ] 0.0% [0.0% ] 0.0% [0.0%]

0.0%  0.0% 0.0% 0.0%  0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

202 P _ iales:D 4 iacese
Proteobacteriz;0_2_Gammaprotesbacteria;0_3_Dcsanospirillales;0 4 _Ocesnospirillscese
i2:0_2_ P ia: 4
| i2:0_2_ P ia: 4
I C_0_BacteriaD) | p 4
I O_0_ Bacteria; p 4

I C_0_BacteriaD i Pmemmm n 2« Gammap(mmckrmmhe 1 Other

) 3_NB1-nD 4 _uncultured organism
Mollicutes:D_3_ NEH-n:Other

D_0_ Bacteria;0_1_Verrucomicrobia:D_2__ Opitutae:D_3__Opitutae vadinHAG4:D 4 uncultured bacterium
iz 2_ Verrucomi 3, 4

[N 0_0_Bacteria;Other:Other; Other: Other
[ Un:ssigned: Other: Other; Other: Other.

--
0.5% [0.7% ][ 1.2% | 1.2% |[1.5% ][0.3% [ 0.6% | 0.6% [ 0.2% | 0.2% [ 0.1% [ 0.9% | 0.7% ] 0.2% [[0.2% 0.3% | 0.2% ][ 0.3% | 0.1%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% ------ 00% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% [0.0% [0 0% | 0.5 | 0.0% | 0.0 [ 0.0% 0.0 0.0 [0 0% | 0.5 [0 0%] 0.0% 00% 0% 00% 0% oo 0% [0vE]
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%][0.0%][0.0% | 0.0% ] 0.0% [0.0%][0.0%] 0.0% [0.0%]
0.0% [00%] 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [00%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% | 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [00%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% [0.0% J[0.0% [[o.0% J[0.0% [[0.0% J[0.0% ] 0.0% 0.0% 0.0% [0.0% [[0.0% |[0.0% [[0.0% | 0.0% [[0.0% [ 0.0% [0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%[0.0%) 0.0%
0.0% [0.07% ]0.0% ][ 0.0% ] 0.0% | 0.0% ] 0.0% | 0.0% ] [0.0% | 0.0% ] [0.0% [[0.0% J[0.0% | 0.0% [0.0% [0.0% |[0.0% [ 0.0% | 0.0% [[0.0%]
o.0% (G000 005 [0 | 005 [ 00| 00w 00 [ 00| 00 00%] 00% 0% 00w 00w vo% [L0%] oo% [w0s
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0%  0.0%] 0.0%| 0.0% 0.0% [0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.4% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 6.7% | 0.2% | 0.1% [ 0.3% | 0.3% [ 0.1% ] 0.1% [ 0.0%
0.0% [0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% |[0.0% |[0.0% | 0.0% |[0.0% | 0.0% | [0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%




Prilog 14. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini roda

Legend Taxonomy
[ 0 0_ArchacaD i_ 2} 3} ialesiD 4| 5
2} iales:D 4| 5
2 ) 4_Aeti D5
2 1 3_# D5
"7 Aet 0 i 04GR . 5

5 G um 1
5
5 u
) 2_ 3 5
_Actinobasteriai0_2_ Coriobacteriia;0_3_Cor ) 4_t 5
- u o Bmemu 1__Actinobacteria;D_2__Coriobacteriia;D_3__Cor )_4_Coriobacteriaceae;) 5 _Collinsella
D_0_BacteriaiD_1_Actinobasteriz:0_2_Coriobacteriia;0_3_ Cor iobacteriaceas;D 5 _Egperthells
_Actinobasteriai0_2_ Coriobacteriia;0__Cor 5
Actinobacteria:0_2_Coriobacteriia;0_3_Cor 5
_Actinobasteriai0_2_ Coriobacteriia;0__Cor iobacteriaceae:D 5_Olsenclla
|_Actinobacteriai:0_2_ Coriobacteriia;0_3_Cor 5
|_Actinobacteris:D_2_Coriobscterii=:D_{_Coricbscterislesi0_4_Coriobscteriacesei0 5 _Slackia
L0 BacteriaD_1_ L uncuitured
P D_0_BacteriaD_1_Actincbacteria:D_2__ Coriobacteriia:D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Coricbacteriaceas: Other
Bacteria;0_1_Bacteroidetes:0_2_Bacteroidetes YCZ1 BacZZ:0_3_uncultured bacterium;D_4_uncultured bacteriumiD 5 _uncultured bacterium
)_BacteriziD_1_| ) 2_i ) 3_i ) 4_s 5 Bacteraides
N 0 0_Bacterian_1_ 2§ N RF16 group:D 5 _uncultured bacterium
I 0 escrerian 1t 12§ N N $247 group:D 5 _uncuitured bacterium
D_0_Bacteriz;D_1_| ) 2_i ) 3_i ) 4_CRA15,0 5 _uncuitured bacterium
I 0 0 Bscrerian 1 12§ 5 Barnesieila
)_Bacteriz;D_1_i ) 2_i 5
B 0 0 Bscrerian 1 12§ s
)_Bacteriz;D_1_i ) 2_i S_Gdoribacter
I D 0_Boteriz;D_1_ ) 2_i 5 Paludibacter
N D 0_BocterizD_i_| ) 2_i 5 i
I D 0_BacterizD_1_| ) 2_i 5 _uncultured
D_0_Bacteriz;D_{ ) 2_i Dther
Bacteria;D) ) 2_i 5
Bacteria;D) ) 2_i 5
N D_0_Bacteria:D_1_| 2§ D 5 _Prevotella
_Bacteria:D_{_| 2§ D 5 _Prevotella 2
I 0_0__Bacteria:D_1, )_2_| <D 5 Frevotella T
Baoteria:D_ 2§ D 5 _Prevotella §
_Bacteria:D_{_| 2§ D5 HK3E3 group
- n 0__Bacteria:D_1_} )_2_| D 5 UCG-001
D_0_Bacteria:D_1_| 2t Dther
D_0_BacteriaiD_1_| ) 2§ 5 Alistipes
N D_0__BacteriaiD_1_ )_2_L ;D 5 _uncultured bacterium
D_0_BacteriaiD_1_| 1,

DS
Othe

4§ 5 _Agquimaring
) 4_Flavobacteriaceas:D 5
) 4_Flavobscteriacese;D 5 Polsribacter
) 4_Flavobacteriaceas:D 5

) 4_unculturad bacterium;D 5 _uncultured bacterium
4y 5

3¢ Other
0_3_Bacillales;D_4_Family XI:0 5_Gemella
Bacillales:0_4_Listeriaceae:D §_Listeria

D_3_Bacillales;0_4_Planocoscacese:D §_Planomicrobium
3_Bacillales:D_4_Planococcaceae:D 5 Solibacillus
_Bacillales:D_4_Planococcaceae: Other
D_3_Bacillales:0_4_Staphylococcaceae:D 5 Staphylocnccus
_Bacillales:Other:Qther
5 _Aerosoccus
5 Globicatella
D5
5
L 5 Lactobacill
. Rs-D4ZD 5 uncultured bacterium

| ] u o Bacteria; u |
N D_o__BacteriaiD_!

L 5 _Lactococcus
5

1 4_C 5 _Catabacter
1 4_C 5 o R7 group
N 0 0 Gacterizp 1_Firmicutes:0_2_Clostridia:0_3_C 1 4_c S _uncuitured
I 0_0_bacteriaD_1_Firmicutes:0_2_Clostridia:0_3_C 1 4_c 1D 5 Clostrigium sensu stricto 1
|_Firmicutes;D_2_ Clostridia:D_3_t 4 fiaceae 1:0 5 _Clostridium sensu stricto 15
_Clostridia;D 3_( 4 fiaceae 1:0 5 _Clostridium sensu stricto 18

_Clostridia;D_3_ ) 4_ faceae 1.0 5 Sarcina
_Clostridia;D_3_Clostridiales:D_4_Clostridiaceae 1;0ther
vadinBB60 group.D 3 _uncultured bacterium
_Clostridia:D_3_ vadinBBE0 group.D 5 i i
" Clostridia-D_3_Clostridiales:0_4_Clostrdiales vading8s0 aroupQtber
_Clostridia:D_3_ ) 4_| 5 UCG 011
X _Firmicutes:D_2_ ClostridiaiD_3_ F olust

I o o Bmemu 1_Firmicutes:D_2_ Clostridia:0_3_{ c\osmm\rsu 4 1_Family XI:D § Anaerococeus
D_0_BacteriaiD_1_Firmicutes:0_2_Clostridia;0_3_t ) 4_Family XI:D §
D_0_BacteriaiD_1_Firmicutes:D_2_Clostridia;0_3_Clostridiales:0_4_Family X;D §_Finegoldia
D_0_Bacteria:0_1_Firmicutes:D_2_Clostridia;0_3_Clostridiales:0_4_Family X;D 5 _Gallicola

)_Bacteria;D_1_Firmicutes:D 2_Clostridia;0_3_Clostridiales:0_4_Family XD 5 _Peptoniphilus
_Clostridia;D_3_Clostridizles:D_4_Family XII:D 5 _Family XIIl AD011 aroup
,_Clostridia;D_2_Clostridizles:D_4_Family XII:D 5 _Family XIIl UCG-001
| ] u 0__Bacteria;D_1_Firmicutes:D_2_ Clostridia;D_3_{ )_4_Family XIII;0 5 brachy group

D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;0_2_Clostridiz;D_3_t ) 4_Family XIID 5 nodatum group
[ D_0_Bscteria:0_1_Firmicutes:D_2_Clostricia;0_3_Clostridiales:0_4_Family XIll:Other
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;0_2_Clostricia;D_3_Clostridiales:D_4_L 05
_Clostritia;D_3_Clostriisles;D_4_| Ds
_Clostridia;0_3_Clostridiales;_4_Lachnospiraceas:D §_Blautiz
) 4_L i D5 1
) 4_I i D5 2
) 4_L i D5 3
0_t_Clostriisles:0_4_Lachnospiracese:0 3 _Dores
) 4_I i D5
) 0_t 3 4L i D5
I 0_0_BacteriaiD_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia;0_3_Cl ) 4_| D5 Howardells
D_0_Bacteria;0_1_Firmicutes:0_2_Clostridia:0_3_Cl ) 4_L D5 Hungatells
N ©_0_ Bacteriz:D_1_Firmicutes:D_2_ Clostridia:0_3_ Clostridiales:D_4_ Lachnospiraceae:D 5 _Incertze Sedis
I ©_0_ Bacteriz:D_1_Firmicutes:D_2_ Clostridia:0_3_Cl ) 4_1 DS L
I ©_0_ Bacteriz:D_1_Firmicutes:D_2_ Clostridia:0_3__Cl ) 4_L DS L 5
I o |_Firmicutes:D_2_ Clostridia:0_3_ Clostridizles:D_4_ Lachnospiraceae:0 5 _Lachnospira
I 0 0 Bscreria0 1_Firmicutes:D 2_Clostricia;0_3_Clostridiales:0_4_L 0s L acaou
I 0 0 Gscreriai0 1_Firmicutes:D 2_Clostricia;0_3_Clostridiales:0_4_L Ds L FCS020 group
_Bacteriz;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;0_3_Clostridiales;D_4_| D5 L FE2018 group
) 4_L i D5 1 NC2004 aroup
D5 1 ND3007 aroup
D5 1 KK4A135 grou
Ds L [N
D5 1 i UCG 001
D5 1 UCG-003
D5 1 UCG-004
| ) ) 2_Clostridia:0_3_Cl D5 L UCG-005
I ©_0__Bacteria:D_1_Firmicutes:D_2_ Clostridia:D_3__Cl D5 L UCG-006
D_0_Bacteria;0_1_Firmicutes:0_2_Clostridia:0_3_Cl D5 L uCG 008
N D_0__Bacteriz:D_1_Firmicutes:D_2_ Clostridia:0_3__Cl DS L ucG-010
D_0_Bacteria:0_1_Firmicutes:0_2_Clostricia:0_3_Cl ) 4_L D5 L XPB1014 aroup

Total B Biz B13 Bi4 Bi5 B16 BI7 Bi8 B13 BI10 Bii1 EMi BMz BM3 EM4 BMS BWME BMT F10 GM2
W% % W % % W % % % % % % % % % % % % % %
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% l_\l_V_“_W_V_“W“_V:“:\I"WH0W-II°WHW“H““l-ll"'“f-H“WH“W-IIW*\DW
0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% [00%[[00%] 0.0% 00% [o0%] 0.0% 00% [00%]
O.0% 0.0% 0.0% D.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% owwow 0.0% [00%]

[15%] .52 2% .45 -7 0. 20,2528 5] .4 52 2 0.2 | 0 7% |
O.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% O.0% 00% 00% O1% O01% 01% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00%
O.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 00%
0.1% [ 0.0% | 0.0% 0.0% [ 0.0% | 0.4% | 0.1% [ 0.13% | 0.1 0.1% [ 0.0% | 0.0%  0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.2% | 0.2% | 0.2% | 0.0% || 0.0% | 0.0%
0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00% 00% 00% 00% 0.0% 0.0% [00%] 0.0% 00% [0.0%]
0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0%) 00% 00% 00% 00% 00% 0.0% 0.0% [00%][0.0%] 0.0% [0.0%]
O.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%]
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% ooﬁ-ow-- 0.0% | 0.0% ow
o0k 0.0% |[0.0% | 0.0%
ow.|ow\|ow”o:| |:H25%||13%\|omHolw.||om\|omuow.||zwuzmu|2%||03%Homuow.||ow”ow\
O.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0%
0.0% [0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% 0.0% |[0.0% ] 0.0% 0.0% 0.0% [0.0% ] 0.0% [ 0.0% | 0.0%
0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0%  0.0% ow\ow.||otmuowHow.||owuowuow.||owuow\
O.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 0.0%
0.0% [0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0% ] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%] 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% | 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% ) 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
os [00%] 0.0 (0% 00w ] 00w [0 mumuupumumuuug 003 [0.0% 0.0 0.0% [ 0.0%]
004 b0 004 oo (wou] 004 Son [awu[or ] Lon 00k [40n] 0ou[0rw 10w [aon| bun[dou]
[vow][0.0%] 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] ---|: 0.0%] 0.0% 0.0% [0.0%]
i 557 7 [ con] s 1 [0 [uu 25 oz, I e e 3 e

0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% o0%
25%|Gs%\|1a%”75w.||7o%\|2mHznw."1%“05%”»2%"02%““%\92% oa-si”oa%”n?w."oyﬁanﬁ”nm"|95iH25%\
0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

11%|07%\|ozﬁunw.||nm\|omunzw.||o|-si\|om”nm.||no%\|nm\72% To% | 2.9% || 20 |[0.8% | 0 1% [ 0.0% | 25% | 3.2%
0.2% [0.29 | 0.1% | 0.1% || 0.1% ]| 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% || 0.0% | 0.0% || 0.9% | 0.2% ] 0.3% | 0.5 | 0.2% | 0.0% || 0.0% || 0.6% | o.9%
0% 0.0% 00% 00 0.0% 0.0% 0.0% [(0.0%][0.0% | 0.0%| 0.0% [ 0.0% | 0.0% [0.0%] 0.0% [0.0%
o.1% [01% QMHnw.||ofm\|0MHnlm||oo%\|om”nm.||om\|om\nAw. 0.1 ]| 0.19% | 0.0% || 0.0% | 0.0% ]| 0.0% [ 0.2% || 0.2
0.0% [00%] 0.0% 0.0% 0.0% D.0% 0.0% 0.0% |D.0% | 0.0% | 0.0%] 0.0%| 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% | 0.0%
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