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1. UVOD

“Ono Sto je jednom covjeku hrana, drugome moze biti otrov”.

Tit Lukrecije Kar (98. — 55. p.n.e.)

Rastu¢a epidemija pretilosti i povezanih komplikacija, poput kardiovaskularnih
bolesti, hiperlipidemije, nealkoholne bolesti jetre 1 dijabetesa, predstavlja 1 rastuci teret za
zdravstvene sustave diljem svijeta (Di Cesare i sur., 2016). Naime, od 1980. godine,
prevalencija pretilosti porasla je za 75% (Ogden i sur, 2007; Swinburn i sur., 2011) uz
procjenu da je 2014. godine priblizno 375 milijuna Zena te 255 milijuna musSkaraca diljem
svijeta okarakterizirano kao pretilo (Di Cesare i sur., 2016). Kada bismo pojednostavili stvari,
zakljucili bismo da je pretilost rezultat neravnoteze unosa i potros$nje energije. U stvarnosti,
razvitak pretilosti rezultat je iznimno kompleksne interakcije genetickih, okolisnih,
kulturoloskih, bihevioralnih i mikrobioloskih ¢imbenika (Vrhovec i sur., 2008).

Mnogi ¢imbenici doprinose povecanju tjelesne mase covjeka kao i razvoju brojnih
metabolickih nepravilnosti usko povezanih s pretiloS¢u. Posljednjih godina, crijevna
mikrobiota predstavlja jedan od glavnih predmeta interesa znanstvenika diljem svijeta;
poglavito radi svog potencijalno vrlo zna¢ajnog utjecaja na zdravlje covjeka. Naime, brojna
istrazivanja na Zivotinjama i ljudima doprinijela su shvacanju delikatne simbioze izmedu
velikog broja mikroba koji nastanjuju ljudsko tijelo i organizma domacina. Pretpostavlja se da
svako ometanje ove simbioze i uzajamne tolerancije, bilo intrinzi¢nim ili ekstrinzi¢nim
putem, moze imati znacajnu ulogu u modulaciji fiziologije Covjeka. Tako brojni ekstrinziéni
¢imbenici poput izloZenosti raznim utjecajima iz okoliSa, nac¢ina prehrane i stila zivota mogu
znacajno utjecati na sastav crijevne mikrobiote, odnosno mogu dovesti do disbioze. Dishioza
je pak termin kojim se ozna¢ava promjena normalne ravnoteze crijevne mikrobiote (Hawrelak
i Myers, 2004) koja posljedi¢no moze dovesti do povecanja adipoznog tkiva, odnosno do
pretilosti, djelovanjem brojnih mehanizama. Sposobnost crijevne mikrobiote da regulira
transport i skladiStenje masti, metabolizam i imunolosku funkciju organizma c¢ini ju
privlatnom metom za postojani gubitak tjelesne mase.

Crijevna mikrobiota predstavlja sirok i raznolik spektar mikroorganizama, ukljucujuéi
bakterije, arheje, gljive i viruse koji koloniziraju gastrointestinalni (GI) sustav (Backhed,
2005; Neish, 2009). Pri normalnim uvjetima homeostaze, fizicko-kemijska barijera, sacinjena
od mukusa, epitelnog tkiva i1 regulatornih komponenti urodenog i adaptivnog imunoloSkog
sustava, odrzava trajnu dvosmjernu komunikaciju izmedu mikroba i domacina, Sto rezultira

uzajamnom Kkoristi. Ometanje mikrobne komunikacije moze dovesti do narusavanja
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intestinalne barijere, disregulacije imunoloS§kog sustava i promjena U metabolizmu, §to su
ujedno i mehanizmi koji se smatraju potencijalnim uzrocima razvoja pretilosti.

Stoga, danas je vrlo aktualna rasprava o ¢imbenicima koji odreduju sastav crijevne
mikrobiote, predlozenim mehanizmima koji povezuju crijevnu mikrobiotu s razvojem
pretilosti i potencijalnim nac¢inima borbe s pretilo§¢u putem manipulacije crijevne mikrobiote.
Prehrana se smatra jednim od glavnih modulatora crijevne mikrobiote (Turnbaugh i sur.,
2008). Stovise, pojedine komponente hrane poput vlakana smatraju se kljuénim faktorima u

odrzavanju normalne/zdrave crijevne mikrobiote.

Cilj ovog rada bio je procijeniti kakvocu prehrane s posebnim naglaskom na procjenu
unosa prehrambenih vlakana, odrediti pocCetni sastav crijevne mikrobiote pretile osobe te
odrediti da li individualizirani unos komercijalnog prebiotika NUTRIOSE® FB06 moze
dovesti do gubitka tjelesne mase i ukupnog udjela masnog tkiva ispitanika bez znacajnije
modifikacije prehrane i ograni¢avanja unosa energije. Smatra se da prebiotici djeluju tako da
poveéavaju zastupljenost bakterijskih rodova, prvenstveno Lactobacillus i Bifidobacteria,
koje pozitivno djeluju na domacina. Sastav mikrobiote je odredivan sekvencioniranjem 16S
rRNA marker gena iz uzoraka fecesa ispitanika uzetih prije, nakon 2 tjedna, i po zavrSetku 30-
dnevne prehrambene intervencije dok su podaci o tjelesnoj masi i ukupnom udjelu masnog

tkiva ispitanika dobiveni primjenom antropometrijskih mjerenja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PRETILOST

“Zdravlje je najvece bogatstvo.”

Ciceron

Pretilost (lat. obesitest) je definirana kao endokrino-metabolicka bolest koju karakterizira
prekomjerno nakupljanje suviSne energije u masnom tkivu Sto uzrokuje njegovu disfunkciju s
posljedi¢énim komplikacijama od strane drugih organa (Jel¢i¢ i sur., 2010). Normalan udio
masnog tkiva u zena iznosi 20 do 25%, a u muskaraca 15 do 20% ukupne tjelesne mase, dok
se pretilom osobom smatra osoba ¢iji je indeks tjelesne mase (eng. Body Mass Index, BMI)
veéi od 30 kg/m?. Naime, premda ne i najto¢nija, danas najzastupljenija metoda za procjenu
stanja uhranjenosti jest metoda izra¢una indeksa tjelesne mase (ITM) koji dobro korelira s
masom masnog tkiva. Izracunava se na naéin da se tjelesna masa u kilogramima podijeli s
kvadratom tjelesne visine izrazene u metrima (kg/m?). Prema Svjetskoj Zdravstvenoj
Organizaciji (eng. World Health Organization, WHQO), normalno stanje uhranjenosti
(adekvatna tjelesna masa) iznosi 18,5-24,9 kg/m2, ITM od 25 do 29,9 kg/m? definira se kao
prekomjerna tjelesna masa ili preuhranjenost, a ITM veéi od 30 kg/m? smatra se debljinom ili
pretiloS¢u 1 moze se dodatno podijeliti u tri stupnja. Pretilost prvog stupnja predstavlja ITM u
rasponu od 30 do 34,9 kg/m?, ITM u rasponu od 35 do 39,9 kg/m? predstavlja pretilost drugog
stupnja, a ITM iznad 40 kg/m? ukazuje na pretilost treéeg stupnja koja se jo§ naziva i
morbidna ili ekstremna pretilost (WHO, 2017). Medutim, ITM iskazuje i znacajna
ograni¢enja jer omjer koji predstavlja ne ukljucuje komponentu tjelesnoga sastava pa su u
ekstremnim slucajevima moguce zablude koje proizlaze iz nekriticke primjene ITM-a. Tako,
na primjer tipicna pretila osoba sa znacajno povec¢anim udjelom ukupnog masnog tkiva moze
imati istu tjelesnu masu i visinu, stoga i isti ITM, kao i osoba bez znacajno povecanoga udjela
ukupnog masnog tkiva, ali s natprosje¢no razvijenom skelethom muskulaturom (Janssen i
sur., 2004; Metelko 1 Harambasi¢, 1999).

Uzroci pretilosti u ljudi su multikauzalni i vrlo kompleksni. U osnovi, energetska
neravnoteza, s unosom vec¢im od potrosnje dovodi do porasta tjelesne mase. Medutim, povrh
toga, danas je opce prihvaceno stajaliSte da pretilost u svom konacnom klinickom obliku
nastaje varijabilnom individualnom integracijom socijalnih, bihevioralnih, kulturnih,

psiholoskih, metabolickih i genetskih faktora (Vrhovec i sur., 2008), §to jasno ukazuje da je



patofiziologija debljine mnogo kompleksnija od jednostavne paradigme o energetskoj
neravnotezi. Uz to, vrlo je vazno razumjeti kako je potreba za hranom primarna bioti¢ka
potreba, dok je proces regulacije hrane vrlo kompliciran. Takoder, na gotovo svakom
ljudskom kromosomu pronadeni su lokusi povezani s predispozicijom za pretili fenotip (ITM,
abdominalna mast, udio masnog tkiva ili ekstremna pretilost) (Albuguerque i sur. 2015).
Stovise, kao rezultat brojnih istrazivanja na ljudskom genomu razvijena je i teorija takozvanih
Stedljivih gena (engl. thrifty gene). Naime, geneti¢ar James Neel je 60-tih godina prosloga
stoljeca iznio pretpostavku da su ljudi tijekom proslosti razvili gene za pohranu masti kako bi
sacuvali energiju tijekom razdoblja gladovanja te tako prezivjeli. Medutim, danas, u vremenu
velike dostupnosti hrane i pretezito sjedilackog nacina zivota Covjek vise nema potrebu za
takvim skladiStenjem masti odnosno ovaj mehanizam postaje beskoristan. Ipak, svi ljudi i
dalje posjeduju "thrifty gene" - no nisu svi i pretili, $to sugerira kako moraju postojati i brojni

drugi ¢imbenici i mehanizmi koji utje¢u na pojavnost pretilosti (Wang i Speakman, 2016).

2.1.1. Pretilost kao globalni problem

Prema americkom Centru za kontrolu i prevenciju bolesti (CDC) iz 2014. godine, oko 78
milijuna odraslih 1 12 milijuna djece u Sjedinjenim Americkim Drzavama je pretilo. Pretilost
je, takoder, u stalnom porastu i u Europi te ovaj zabrinjavajuci trend predstavlja veliki
globalni problem danasnjice. Statistike Svjetske Zdravstvene Organizacije (WHQO) pokazuju
da je opseg problema poprimio epidemijske razmjere te je brojka pretilih u svijetu dosegla
700 milijuna (WHO, 2014).

Naime, u Sjedinjenim Americkim Drzavama 65% stanovnika ima prekomjernu tjelesnu
masu, a 31% stanovnika je pretilo. U Europi preko 40% odraslih ljudi ima prekomjernu
tjelesnu masu, a oko 20% ih je pretilo. Debljina, kao bolest, ali i kao vode¢i rizik za razvoj
danas vodecih kroni¢nih nezaraznih bolesti u stalnom je porastu i u Hrvatskoj. Prema
podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, 63% muskaraca i 54% Zena u Hrvatskoj ima
prekomjernu tjelesnu masu, a pretilo je 20,37% odraslog stanovnistva, i to 20,14% muskaraca
te 20,60% zena, od cega u dobi od 45 do 54 godine 27,85% muskaraca i 32,82% Zzena.
Hrvatska se ubraja u "debele nacije" te na ljestvici "debelih” drzava u Europi Hrvatska
zauzima peto mjesto. Po prekomjernoj tjelesnoj masi prema spolu, Hrvatice su na treem, a
Hrvati na ¢etvrtom mjestu u Europi. U cijelome svijetu, pak, izmedu 194 obradene zemlje
svijeta, Hrvatska zauzima 71. mjesto. U odrasloj populaciji u Hrvatskoj medu osobama s

pozitivnom anamnezom mozdanog udara prekomjernu tjelesnu masu ima 66% muskaraca i
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75% zena, medu osobama s poviSenim krvnim tlakom 78% muskaraca 1 74% Zena, a medu
osobama sa dijabetesom tip 2 79% muskaraca i 84% zena (Musi¢ Milanovié, 2010). Visoka
prevalencija prekomjerne tjelesne mase i ljudi koji imaju zdravstvenih poteskocéa je
ocigledna, te su iste u uskoj vezi s hipokinezijom, odnosno nedostatkom tjelesne aktivnosti.
Naime, prema podacima drzavnog zavoda za statistiku iz 2006. god. u Hrvatskoj je svega 6%
aktivnih sportaSa od ukupnog broja stanovnistva, a tjelesno je neaktivnho 83% muskaraca i
95% zena (HZJZ, 2014). Konac¢no, prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO) oko 3,4 milijuna odraslih osoba godi$nje umire zbog posljedica prekomjerne tjelesne
mase ili pretilosti (WHO, 2014).

2.1.2. Zdravstveni rizik

Prekomjerna uhranjenost odnosno pretilost je najslabije kontroliran javnozdravstveni
problem (European guidelines on cardiovascular disease prevention, 2007). Na razini
patofizioloskih zbivanja, pretilost je usko povezana s cijelim nizom mehanizama koji
presudno utje¢u na razvoj mnogih poremecaja, §to onda progresijom i medudjelovanjem,
preko vrlo kompleksnih patoloskih stanja i bolesti, dovodi do prijevremene smrti (Kremers i
sur., 2009). 1z tog razloga uvidjela se potreba za novim metodama otkrivanja mogucih uzroka
pretilosti kroz suvremena znanstvena podrucja istrazivanja kao S§to je ispitivanje gena
povezanih s pretiloS¢u, utjecaj okoliSa te medudjelovanje genetskih i okoliSnih ¢imbenika s
namjerom formiranja personalizirane medicine i prehrane.

Zdravstveno znacenje pretilosti pak proizlazi iz ¢injenice $to ona jasno povecava rizik od
razvoja niza bolesti 1 poremecaja. Osim ve¢ spomenutih bolesti koje definiraju metabolicki
sindrom (arterijska hipertenzija, dislipidemija, dijabetes tip 2 i kardiovaskularne bolesti),
pretilost je povezana i S bolestima Zu¢njaka, osteoartritisom, apnejom u snu, razli¢itim
poremecajima respiracije, kao 1 zlo¢udnim bolestima maternice, dojke, prostate 1 debeloga
crijeva (Kremers i sur., 2009; Wolf i Woodworth, 2009).

Nadalje, suvremena su istrazivanja nedvojbeno potvrdila kako postoje znacajne razlike u
sastavu i metabolickoj aktivnosti tjelesnih masnih nakupina u ovisnosti o njihovu smjestaju
(Geer i Shen, 2009). Smatra se da su masne nakupine u trbusnoj Supljini, smjeStene izmedu
pojedinih visceralnih organa, metabolic¢ki aktivnije i predstavljaju daleko vecu opasnost za
ukupno zdravlje od potkoznih nakupina. Naime, visceralni adipociti luce razli¢ite cimbenike 1
upalne citokine tzv. adipokine koji imaju vazne uloge u patogenezi inzulinske rezistencije i

metaboli¢kog sindroma (Bluher, 2009; Geer i Shen, 2009).



Do sada je tijekom 60-ak istrazivanja koja se bave otkrivanjem arhitekture gena i bolesti,
identificirano 253 razlicitih dijelova DNA koji se povezuju s pretilosti (Obesity gene map).
Takoder, sve je vise istrazivanja koja pokazuju da postoji jasna povezanost izmedu stresa i
debljine. Medutim, prehrana se ipak smatra jednim od glavnih krivaca prekomjerne tjelesne
mase.

Proteklog desetljeca, publiciran je znanstveno-istrazivacki rad koji je po prvi put sugerirao
kako u razvitku pretilosti znac¢ajnu ulogu ima crijevna mikrobiota. Naime, na misjem modelu
je otkriveno da odrasle jedinke bez mikroorganizama (eng. germ-free mice) povecavaju
postotak masnog tkiva za 60% kada ih se kolonizira mikroorganizmima prisutnim u slijepom
crijevu normalnog misa. Smatra se da su za mehanizam poveéanja tjelesne masnoce
odgovorni mikroorganizmi, tj. mikrobiota koja moze regulirati koli¢inu energije koja se moze
dobiti iz hrane i time povecati ukupnu energiju domacina. Znanstvena istrazivanja koja su
uslijedila potvrduju utjecaj crijevne mikrobiote na pretilost te ukazuju na kompleksnu
interakciju izmedu mikrobiote i ljudskog tijela (Backhed, 2004).

Stovise, znanstvenici sugeriraju kako je mikrobioloski genetski materijal koji ¢ovjek nosi
u svojim crijevima zapravo produzetak ¢ovjekovog genoma ili tzv. 'meta-genom’ (Virgin i
Todd, 2011). Stoga, crijevni mikrobiom predstavlja ozbiljnog kandidata koji doprinosi porastu
stope pretilosti i to prvenstveno zbog njegovog utjecaja na raspolozivost i apsorpciju hranjivih

tvari te regulaciju energetske ravnoteZe organizma.



2.2. CRIJEVNA MIKROBIOTA

“Sve bolesti pocinju u crijevima.”

Hipokrat

Glavna je uloga probavnog trakta osigurati organizmu neprekidnu opskrbu vodom,
elektrolitima i hranjivim sastojcima. Da bi se to postiglo, hrana se mora kretati kroz probavni
trakt brzinom koja omogucuje odvijanje probavnih i apsorpcijskih procesa. Jedna od
najvaznijih znacajki probavnog trakta svakako jest bezbroj autoregulacijskih procesa u
crijevima koji osiguravaju kretanje hrane prikladnom brzinom, dovoljno malom da se mogu
dovrsiti probava i apsorpcija, a opet dovoljno velikom da se organizam moze opskrbiti
potrebnim hranjivim sastojcima (Guyton, 1981). Tijekom prosjecnog zZivotnog vijeka, oko 60
tona hrane prode kroz ljudski probavni trakt, zajedno s obiljem mikroorganizama iz okoline
koji predstavljaju potencijalnu prijetnju integritetu crijeva (Bengmark, 1998). Skupni naziv za
nevidljivi ekosustav mikroorganizama koji kolonizira probavni trakt, a koji se sastoji od
velikog broja komenzalnih, simbiotskih i patogenih mikroorganizama, jest crijevna
mikrobiota, dok se podru¢je molekularnih istrazivanja koja, izmedu ostalog, proucavaju i
slozenost sveukupnog geneticog materijala odredene mikrobiote, tzv. mikrobioma, naziva
metagenomika (D’Argenio i Salvatore, 2015). Pojam 'mikrobiom’ je prvi put predlozio i
upotrijebio americ¢ki molekularni biolog Joshua Lederberg, Zele¢i naglasiti vaznost ukupnosti
genetskog materijala zajednice simbiotskih, komenzalnih i patogenih mikroorganizama
(Lederberg i McCray, 2001). Naime, odredeni geni crijevne mikrobiote kodiraju za proteine
bitne za prezivljavanje domacina, a koji nisu prisutni u genomu domacin te je upravo ovo
saznanje navelo znanstvenike na definiranje crijevne mikrobiote kao "naSeg zaboravljenog
organa" (D'Argenio i Salvatore, 2015).

Razvojem sofisticiranijih metoda profiliranja i karakteriziranja sloZenog sustava crijevne
mikrobiote, njena uloga u razvoju brojnih crijevnih bolesti i bolesti metabolizma postaje sve
eoCiglednija (Gerard, 2016). Opcenito, crijevna mikrobiota osigurava brojne blagodati za
ljudsko zdravlje kroz niz fizioloskih funkcija kao §to su jacanje crijevnog epitela (Natividad i
Verdu, 2013), iskoriStavanje energije (den Besten i sur, 2013), zastita protiv patogena
(Baumler i Sperandio, 2016) te regulacija imuniteta domacina (Gensollen i sur, 2016).
Medutim, postoji vjerojatnost da se navedene funkcije naruse kao rezultat izmijenjenog
sastava crijevne mikrobiote, sto posljedicno dovodi do promjene normalne ravnoteze Crijevne

mikrobiote poznatije pod nazivom disbioza (Hawrelak i Myers, 2004).



Mehanizmi putem kojih crijevna mikrobiota utje¢e na pretilost kod ljudi su vrlo
kompleksni i uglavnom nedovoljno poznati, no smatra se da su neki od uzroka: visoke razine
fermentiranih kratkolan¢anih masnih kiselina koji poti¢u adipogenezu, pretjerano oslobadanje
energije u tijelu, ekspresija gena vezanih uz pretilost i povecana proizvodnja endotoksina
odnosno plazmatskih lipopolisaharida (LPS) koji uzrokuju pretilost i upalne procese u

organizmu (Chen i sur., 2014).

2.2.1. Bioraznolikost crijevne mikrobiote

Od ukupno 55 poznatih bakterijskih koljena u crijevnoj mikrobioti su zastupljene bakterije
iz samo 7 koljena (lat. phyla) i to: 1) Firmicutes (64%) - ve¢inom iz razreda Clostridia
ukljuéujuju¢i rodove Eubacterium, Faecalibacterium, Roseburia i Lactobacillus, 2)
Bacteroidetes (23 %) - ve¢inom iz roda Bacteroides sp., glavni predstavnik Bacteroides
thetaiotaomicron, 3) Proteobacteria (8%) - Enterobacteriaceae i sulfito-reducirajuce
bakterije, 4) Actinobacteria (3%) — Bifidobacterium, 5) Verrucomicrobia (manje od 1%), 6)

Cianobacteria (manje od 1%), te 7) Fusobacteria (manje od 1%) (Eckburg i sur., 2005).
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Slika 1. Sastav i koncentracije dominantih mikrobnih vrsta u razlicitim dijelovima

gastrointestinalnog trakta (prema Sartor, 2008).



Broj bakterija se povecava prema distalnom dijelu probavnog sustava, tako da zeludac i
dvanaesnik nastanjuje mali broj mikroorganizama, manje od 10° stanica po gramu crijevnog
sadrzaja (eng. number of colony-forming units, CFU), za razliku od broja bakterija u
distalnom dijelu debelog crijeva gdje koncentracija mikrobnih stanica moZe iznositi i do 10*
stanica/g sadrzaja (slika 1) sto je ekvivalentno masi od 1-2 kg (Walker i sur., 2014). Razlog
tome je taj Sto kiselina, zu¢ i probavni enzimi nepogodno djeluju na bakterije u proksimalnom
dijelu probavnog sustava te je smanjena mogucénost njihovog prianjanja za epitel.

Nadalje, nedavna istrazivanja su pokazala da se na temelju mikrobiote ljudi mogu
kategorizirati u jedan od tri osnovna enterotipa neovisno o dobi, spolu, geografskom
podrijetlu i/ili tjelesnoj masi. Enterotipovi se medusobno razlikuju po sastavu i dominantnoj
ulozi pojedinih bakterijskih vrsta i ukljucuju - Bacteroides, Prevotella i Ruminococcus
(Arumugam i sur., 2011). Nedvojbeno, ovakvo kategoriziranje crijevnog mikrobioma u tri
jednostavne skupine omoguéilo bi bolje razumijevanje razli¢itih reakcija ljudi na prehranu i
lijekove, no za sad ovakva podjela ima slabu statisticku pozadinu (Knights i sur., 2014) i nije

se nastavila koristiti u velikoj mjeri u novijim istrazivanjima.
2.2.2. Sastav i karakteristike crijevne mikrobiote pretile osobe

Glavne razlike u zastupljenosti bakterijskih rodova, smanjenje bakterijske raznolikosti
i promjene u ekspresiji bakterijskih gena, stoga 1 metaboli¢koj funkciji distalnog debelog
posljednjih metagenomskih istrazivanja, 75% mikrobnih gena povezanih s pretilo§¢u pripada
koljenu Actinobacteria i 25% Firmicutes, dok 42% gena povezanih s mrSavos¢u pripada

koljenu Bacteroidetes (Turnbaugh i sur, 2009).

Tablica 1. Razlika u sastavu i rasprostranjenosti crijevne mikrobiote zdrave i pretile osobe
(prema Chakraborti, 2015)

Mikrobiota zdrave osobe Mikrobiota pretile osobe |

Koljeno Firmicutes Porast bakterija iz koljena Firmicutes

Koljeno Bacteriodetes Smanjena zastupljenost bakterija iz koljena
Bacteroidetes

Koljeno Actinobacteria PoviSene razine bakterija iz koljena Actinobacteria

Koljeno Verrucomicrobia Smanjen udio bakterija iz koljena Verrucomicrobia

Vrsta Faecalibaterium Smanjena zastupljenost bakterijske vrste

prausnitzii Faecalibacterium prausnitzii




Usporedbe dominantnih koljena bakterija u crijevnoj mikrobioti pretilih i mrSavih
pojedinaca dale su suprostavljene rezultate. lako neka istrazivanja radena na modelima misa i
covjeka pokazuju znacajno povecan omjer koljena Firmicutes u odnosu na Bacteroidetes u
mikroti pretilih pojedinaca, drugi ne pokazuju promjene u ovom omjeru niti ikakvu
dominantnu zastupljenost specifi¢nog roda. Primjerice, sekvencioniranje 16S rDNA
provedeno na geneticki pretilim (ob/ob) i mrSavim miSevima otkrilo je glavne razlike u
strukturi mikrobne zajednice za razini koljena (Ley i sur., 2005). Geneticki pretili misevi
(ob/ob) imali su minimalno 50% redukcije u zastupljenosti koljena Bacteroidetes i znacajan
porast koljena Firmicutes. Drugo istrazivanje pokazalo je veci postotak Firmicutes (71%) i
manji postotak Bacterioidetes (26%) kod pretilih miSeva (ob/ob) nego kod genetickih
heterozigota (ob/+) i miseva divljeg tipa (+/+) unato¢ slicnoj konzumaciji hrane i potrosnji
energije (Ley i sur., 2006). Alteracije na razini zastupljenosti koljena kod mikrobioma pretilih
1 mrSavih pojedinaca takoder su pokazane istrazivanjima na ljudima. Redukcija broja
Bacteroidetes (Armougom i sur., 2009; Furet i sur., 2010) i povecanje broja Actinobacteria
(Turbaugh i sur., 2009) i Prevotella (Furet i sur., 2010) primijecene su kod pretilih ispitanika.
S druge strane, kada je skupina anoreksicnih pojedinaca usporedena s mrSavim i pretilim
pojedincima, zastupljenost Firmicutes nije pokazala znacajnu korelaciju s pretilo§éu
(Armougom i sur., 2009). Ove filogeneticke razlike mogu proizaéi iz brojnih varijabli,
ukljucujuci prehranu, rukovanje uzorcima, tehnike sekvenciranja i alata za analizu podataka.

Zanimljivo je, medutim, da promjene u crijevnoj mikrobioti na razini skupina
temeljene na indeksu tjelesne mase (ITM) ne koreliraju uvijek s promjenama na nizoj,
definiranijoj taksonomskoj razini poput roda (lat. genus). Primjerice, redukcija koljena
Bacteroidetes ne znaci da ne moze do¢i do povecanja broja jedinki roda Bacterioides unutar
te skupine. Sojevi roda Bacteroides koji degradiraju biljne polisaharide nadeni su u ve¢em
broju kod pretilih odraslih pojedinaca (Schwiertz i sur., 2010), no njihov broj se nije zna¢ajno
razlikovao kod pretile 1 zdrave indijske djece (Balamurugan 1 sur., 2010). Drugi razgradivaci
biljnog polisaharida, u ovom slu¢aju celuloze, Ruminococcus spp, koji spada u koljeno
Firmicutes, te rod Bifidobacterium bili su manje zastupljeni kod pretilih pojedinaca
(Schwiertz i sur, 2010). Veci zabiljezen broj bakterija roda Lactobacillus primjecen je u nekih
pretilih pojedinaca (Million i sur., 2011) dok kod indijske pretile i zdrave djece nije pokazana
razlika izmedu skupina (Balamurugan i sur, 2010). Zastupljenost roda Prevotella, koji se
odlikuje sposobnos¢u proizvodnje plina vodika (H3), nije korelirala s pretilos¢u kod djece, ali

je ipak veci broj jedinki zabiljeZen u pretilih odraslih osoba (Zhang i sur, 2009). Konacno,
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broj bakterija vrste Faecalibacterium prausnitzii izmjeren u fecesu bio je veéi kod pretile

djece (Balamurugan i sur., 2010).

2.2.3. Cimbenici koji utje¢u na sastav crijevne mikrobiote

lako se smatra da se sastav crijevne mikrobiote uspostavlja do tree godine zivota
(YYatsunenko i sur., 2012) te konvergira ka mikrobioti odrasle osobe koja je relativno stabilna i
postojana, dosadasnje studije su pokazale velike interindividualne i intraindividualne razlike u
sastavu crijevne mikrobiote zdrave odrasle osobe. Naime, crijevnu mikrobiotu se moze
promatrati kao delikatnu ravnotezu mikroorganizama na koju utjece nekoliko ¢imbenika - kao
§to je dob, nacin prehrane, razina tjelesne aktivnosti, uporaba antibiotika, ali i sam nacin
poroda. Dob je izrazito vazan ¢imbenik koji utjeGe na sastav crijevne mikrobiote (slika 2)
¢emu u prilog ide Cinjenica da fizioloSke promjene uzrokovane starenjem ljudskog organizma
utjeCu na sastav crijevne mikrobiote u razli¢itim zivotnim periodima pojedinca (Lozupone i
sur., 2012).

Zdravo dijete

Kruta hrana
_/‘. Normalna tezina
'
] i S e 65 do 80
Adaptirano godina
mlijeko Pretilost
S
-~ (%
Maijéino -~ i3
mli]'eko Wil P Neuhranjenost ;
/ ' Antibioti¢ka >100 godina

terapija

Firmicutes

w Bacteriodetes
B Actinobacteria
® proteobacteria
ostalo

Slika 2. Pocetni sastav i ¢imbenici koji utje¢u na oblikovanje crijevne mikrobiote kroz
razli¢ite zivotne stadije Covjeka. Slika daje globalni pregled relativne zastupljenosti sastava
glavnih bakterijskih koljena crijevne mikrobiote odredenog metagenomskim pristupom
(DNA) ili sekvencioniranjem 16S RNA gena (Ottman i sur., 2012)
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Vertikalni prijenos mikrobioma iz trudne majke na potomstvo utemeljuje pocetni sastav
crijevne mikrobiote novorodenceta, s pocetkom kolonizacije pri porodu ili neposredno prije
poroda. Naime, sve veci broj istrazivanja upucuje na to da se sastav crijevne mikrobiote
poCinje uspostavljati i prije samog rodenja, odnosno in utero te su brojna istrazivanja
detektirala bakterije u placenti, pa tako mikrobiom placente ve¢inom c¢ine komenzalne
bakterije iz koljena Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes i Fusobacteria
(Hollister i sur. 2014; Jimenez i sur., 2008). Navedene spoznaje su dodatno i definitivno
pobile dogmu kako je crijevo ¢ovjeka sterilno prije rodenja te je zakljuceno kako mekonij
(prva stolica novorodenceta) nije sterilan ve¢ se u njemu nalazi relativno jednostavna i
oskudna zajednica mikroorganizama kojom dominiraju rodovi poput Escherichia-Shigella,
Enterococcus, Leuconostoc, Lactococcus i Streptococcus (Jimanez i sur., 2008). Nadalje, na
pocetni sastav crijevne mikrobiote novorodenceta najveci utjecaj ima nacin poroda. Za razliku
od crijevne mikrobiote novorodencadi rodenom vaginalnim putem koja je poglavito
kolonizirana bakterijama roda Lactobacillus, Prevotella i Sneathia spp,, novorodenc¢ad rodena
carskim rezom ima mikrobiotu koja viSe nalikuje maj¢inoj koznoj mikrobioti, a koja se sastoji
se od bakterijskih rodova Staphylococcus, Corynebacterium i Propionibacterium (Dominguez
1 sur., 2011). Ove razlike mogu dovesti do dugotrajnih zdravstvenih posljedica, Sto je zasad
zabiljezeno kao 46%-tni porast u riziku od pretilosti u dobi od 7 godina kod djece rodene
carskim rezom (Mueller, 2015).

Drugi bitan ¢imbenik koji utjee na crijevnu mikrobiotu novorodenceta je — prehrana u
postnatalnom periodu. Uvodenje dojenackih formula ili krute hrane nedugo nakon rodenja
remeti kolonizaciju i proliferaciju neonatalne crijevne mikrobiote, za razliku od crijevne
mikrobiote novorodenceta dojenog majcinim mlijekom. Toé¢nije, mikrobiotom majcinog
mlijeka dominiraju  bakterijski rodovi Staphylococcus, Streptococcus, Serratia,
Pseudomonas, Corynebacterium, Ralstonia, Propionibacterium, Sphingomonas i
Bradyrhizobiaceae dok je prehrana dojenackim formulama povezana s povecanom
prevalencijom bakterijskog soja C. difficile, Bacteroides fragilis i E. coli (Penders i sur.,
2005) te smanjenom prevalencijom bakterijskog roda Bifidobacteria (Bezirtzoglou i sur.,
2011) u mikrobiomu novorodenceta. Takoder, brojna istrazivanja su pokazala kako je uporaba
antibiotika majke intrapartum (u vrijeme poroda) povezana sa smanjenom bakterijskom
raznoliko$¢u u mekoniju novorodenceta i smanjenom udjelu Lactobacilli i Bifidobacteria u
crijevu novorodenceta (Jaureguy 1 sur., 2004).

Osim uéinka prehrane na sastav crijevne mikrobiote (detaljnije u poglavlju 2.3.) drugi

neprehrambeni ¢imbenici koji bi potencijalno mogli imati u¢inak na njezin sastav u odrasloj
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dobi su ¢esto bili zanemarivani. Novija istrazivanja su pak potvrdila kako tjelesna aktivnost
moze znacajno utjecati na crijevnu mikrobiotu. Naime, istrazivanja ukazuju na to da
tjelovjezba moze inicirati promjenu crijevne mikrobiote u zdravom stanju ili u nepovoljnim
okolnostima, koje uklju¢uju zapadnjacki nacin prehrane (Kim i sur., 2011). Kao poveznica s
pretilosti, demonstrirano je da tjelovjezba kombinirana s prehranom bogatom Secerima i
mastima ortogonalno mijenja crijevnu mikrobiotu (Kang i sur, 2014). Evans i sur. takoder su
pokazali promjene u mikrobiomu uslijed iskljucivo vjezbanja, ali i u kombinaciji s prehranom
bogatom Secerima i mastima (Evans 1 sur., 2014). Vjezbanje je kod miSeva reduciralo razine
Erysipelotrichaceae i Turicibacteraceae, rodove bakterija koje su povezane s pretiloscu,
regulacijom zu¢nih kiselina i upalnim procesima u crijevima (Evans i sur., 2014). Promjene
crijevne mikrobiote uslijed vjezbanja takoder su povezane s poboljSanjem metaboli¢kih
parametara, §to ukljucuje redukciju cirkuliraju¢eg leptina (Queipo-Ortuno i sur., 2013).
Detaljni mehanizmi kojima tjelovjezba inducira promjenu crijevne mikrobiote su jo§ uvijek
nejasni, no smatra se da mogu ukljucivati interakcije metabolizma mikroba i domacina,
ukljucujuéi ukrizeno koriStenje metabolita (Cook i sur., 2016). Daljnja istrazivanja potrebna
su kako bi odredila utjece li tjelovjezba zaista na crijevnu mikrobiotu ¢ovjeka uslijed pretilosti
i jesu li promjene u metabolizmu i tjelesnoj masi povezane s promjenama u crijevnoj
mikrobioti. Kako kod djece, tako i kod odraslih, kao jedan od ¢imbenika koji drasti¢no utjecu
na sastav crijevne mikrobiote pokazala se uporaba antibiotika. Uporaba antibiotika, naime,
smanjuje taksonomsku raznolikost i uzrokuje trajne promjene sastava mikrobiote kod velikog
broja pojedinaca. Dokazano je da ucinak kratkotrajne upotrebe (7 dana) antibiotika Sirokog
spektra moZze trajati 1 do 2 godine, pri ¢emu je vecinom smanjena raznolikost koljena
Bacteroidetes. Nakon prestanka terapije antibioticima i ponovnog uspostavljanja mikrobne
zajednice primijeCena je smanjena otpornost nanovo koloniziranih mikroorganizama $to
omogucuje stranim bakterijama da prerastu komensalne i tako uzrokuju trajne promjene u
strukturi mikrobiote i potencijalno pridonesu razvoju razli¢itih bolesti. Stoga, osim smanjenja
bioraznolikosti crijevne mikrobiote, druga velika briga oko uporabe antibiotika je pojava
otpornosti patogenih bakterija na antibiotike (Clemente i sur., 2012; Jandhyala i sur., 2015).

Konac¢no, kod starijih osoba smanjena je aktivnost mikrobnih reduktaza te je smanjena
sposobnost biosinteze vitamina B12, odgovara na stres i imunoloskog odgovora. Kako
starimo tako se i broj korisnih bakterija u crijevima smanjuje. Udio rodova Bifidobacterium,
Faecalibacterium prausnitzii i nekoliko pripadnika koljena Firmicutes opada, dok se udjeli
E.coli, pripadnici koljena Proteobacteria i roda Staphylococcus povecavaju (Hollister i sur.,
2014).
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2.2.4. Uloga crijevne mikrobiote i utjecaj na razvoj pretilosti

Crijevna mikrobiota ima znacajan utjecaj na ekspresiju domacinskih gena odgovornih
za apsorpciju i metabolizam nutrijenata (Hooper i sur., 2001). Primjerice, sterilni miSevi
podvrgnuti zapadnjackoj prehrani bili su otporni na indukciju pretilosti putem prehrane i
pokazali su povisene razine dijetom induciranog adipoznog faktora (eng. Fasting-Induced
Adipose Factor, FIAF), cirkuliraju¢eg inhibitora lipoprotein lipaze. Paralelno, sterilni miSevi
kolonizirani mikrobima iz misa divljeg tipa pokazali su supresiju FIAF i vece odlaganje
triglicerida u adipoznom tkivu (Yoon i sur., 2000). Dodatna istrazivanja potrebna su kako bi
se utvrdilo koji mikrobi imaju najveci utjecaj na ekspresiju FIAF i jesu li to mikrobi koji su
uobicajeno prisutni ili odsutni u veéem broju pretilih pojedinaca. AMP-aktivirana protein
kinaza (AMPK) predstavlja dodatni mehanizam kojim mikrobi reguliraju domacinski
metabolizam. Sterilni miSevi imaju povisene razine aktivirane AMPK, povecanu oksidaciju
mitohondrijskih masnih kiselina, smanjeno skladistenje glikogena i ostaju mrSavi neovisno o
visokokalori¢noj prehrani (Backhed i sur., 2007).

Nadalje, crijevni mikrobi mogu biti i djelomi¢no odgovorni za reduciran integritet
crijevne barijere i sustavnu endotoksemiju uslijed pretilosti. Primjerice, prehrana bogata
mastima kod miSeva dovela je do indukcije fosforilacije lakog lanca miozina 1 lokalizacije
okludina u citoplazmi intestinalnih epitelnih stanica. Ova promjena u funkciji barijere
povezana je s poviSenjem razine endotoksina u krvi tijekom hranjenja, ukazuju¢i na to da je
narusavanje barijere u crijevima barem djelomi¢no odgovorno za endotoksemiju induciranu
prehranom (de La Serre i sur., 2010).

Endotoksemija se takoder javlja kod pretilih ljudi 1 moze doprinijeti metabolickim
poremecajima. Primjerice, pokazano je da pretili pojedinci otporni na inzulin imaju poviSene
razine cirkuliraju¢ih lipopolisaharida (LPS) u odnosu na inzulin-osjetljive ispitanike (Cani i
sur., 2007). U stakora, endotoksemija inducirana prehranom doprinijela je otpornosti na leptin
u vagalnim Zzivcima, $to ukazuje na moguéi mehanizam metaboli¢kih poremecaja induciranih
endotoksinom (de La Serre i sur., 2010). Unato¢ ovim zanimljivim podatcima, potrebno je
viSe istraZivanja, poglavito na ljudima, koja ¢e odrediti mehanizme endotoksemije i1 utjece li
njena pojava znacajno na povisenje adipoznosti.

Ukoliko je mukozna i epitelna barijera crijeva naruSena, komenzalni mikrobi mogu
djelovati lokalno na temeljni gastrointestinalni imunoloski sustav (Cani i sur., 2008). Antigen-
prezentirajuce stanice (npr. dendriticke stanice i1 makrofagi) rasporedene duz crijeva

eksprimiraju receptore koji prepoznaju patogene (PPR), ukljucujuéi Toll-like receptore (eng.
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Toll Like Receptors, TLR) i receptore koji posjeduju nukleotid-vezujuce oligomerizacijske
domene tzc. NOD-like receptori (eng. Nod Like Receptors, NLR), koji kontinuirano
odgovaraju na antigenske poticaje, ukljucujuc¢i i mikrobe (Carotti i sur., 2015). Uslijed
pretilosti, aktivacija intestinalnog imunoloskog sustava i upalnih procesa induciranih
komenzalnim mikrobima mogu dovesti do povetane adipoznosti i promijenjenog
metabolizma. Na primjer, kod miSeva divljeg tipa, ekspresija ilealnog TNF-o (eng. Tumor
Necrosis Factor, TNF) porasla je znacajno u 6. i 16. tjednu prehrane bogate Seerima i
mastima i bila je izrazito povezana s porastom tjelesne mase i metabolickim nepravilnostima,
ukljucujuéi 1 povisenu razinu glukoze u krvi (Ding i sur., 2010). Medutim, u sterilnih miseva
izlozenih istom obliku prehrane, doslo je do slabljenja upalnih procesa u crijevima, porasta
masnog tkiva i metabolickih nepravilnosti. Dobiveni podatci zajedno daju dokaz o vaznosti
izmjena u crijevnoj mikrobioti uslijed dijabetesa. Upravo narusavanje gastrointestinalne
barijere, aktivacija gastrointestinalnog imunoloskog sustava i translokacija bakterija
rezultiraju izmijenjenim metabolizmom domacinskog organizma. Medutim, daljnja
istrazivanja potrebna su za rasvjetljavanje mehanisticke podloge ovih pojava s ciljem
razumijevanja njihove veze s pretiloscu.

Nadalje, metabolicka aktivnost crijevne mikrobiote moze regulirati ravnoteZu energije
putem mehanizama koji utjecu na potro$nju energije iz hrane ili moduliraju gene odgovorne
za skladistenje / potro$nju energije i upalne procese. Naime, kratkolan¢ane masne kiseline
(eng. Short-Chain Fatty Acids, SCFA) nastaju fermentacijom kompleksnih polisaharida, koji
ukljuéuju vlakna unesena prehranom (poput inulina i pektina) i endogene supstrate (poput
mucina) (Nyman, 2002). Priroda fermentacijskog procesa i profil SCFA unutar crijeva ovisi 0
sastavu crijevne mikrobiote, interakcijama mikroba i domacina (npr. sastav oligosaharida koji
¢ine mucin) i tipu, odnosno koli¢ini potro$nje ugljikohidrata podloznih fermentaciji. Nakon
apsorpcije, butirat predstavlja izvor energije za epitelne stanice kolona, dok su propionat i
acetat uglavnom supstrati za glukoneogenezu i lipogenezu u crijevima i jetri (De Vadder i
sur., 2014; Singh i sur., 2015). Prije samog doticaja s metabolizmom, SCFA mogu
intereagirati s receptorima slobodnih masnih kiselina (eng. Free Fatty Acid Receptors, FFAR)
smjeStenima u crijevnom epitelu i brojnim drugim tkivima.

SCFA su dovedene u vezu s pretilosti nakon Sto su prva istrazivanja pokazala da je
mikrobna zajednica pretilih miSeva s genetickom predispozicijom obogacena genima za
iskoriStavanje energije iz kompleksnih polisaharida biljnog porijekla (Turnbaugh i sur., 2006).
Sterilni FFARS3 (-/-) misevi kolonizirani S Bacteriodetes theatioamicron i Methanobrevibacter

smithii bili su mrSaviji u usporedbi s konvencionalno uzgojenim misevima divljeg tipa, $to
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upucuje na ulogu FFAR3 i crijevnih mikroba u regulaciji domacinovog iskoristavanja energije
(Samuel i sur., 2008). Prac¢enje molekularne podloge navedenih u¢inaka dovodi do koraka
FFAR3-induciranog otpustanja peptida Y'Y, hormona dobivenog iz enteroendokrinih stanica
koji usporava intestinalni prijenos i doprinosi povecanom iskoriStenju kalorija iz hrane
(Samuel i sur, 2008). Paralelno, prijenos mikroba iz pretilih miSeva u mrsave, sterilne miseve
rezultirao je povecanom akumulacijom jetrenog triacilglicerola (Singh i sur., 2015), moguc¢i
uzrok Cega je poviSena fermentacija supstrata do SCFA i iskoriStenje energije. Kod ljudi, u
vise od jedne skupine ispitanika pokazano je da je razina SCFA poviSena u fecesu pretilih
pojedinaca (Schwiertz i sur., 2010).

Unato¢ sposobnostima utroSka energije, koje mogu imati negativan utjecaj na
adipogenezu, SCFA ocigledno imaju kompleksnu i pleiotropnu ulogu u razvoju pretilosti.
SCFA mogu takoder inducirati osjecaj sitosti, senzibilizirati stanice na inzulin i reducirati
upalne procese u, izmedu ostalih, guSteraci, miSi¢ima i adipoznom tkivu. Primjer toga je
SCFA-inducirana sekrecija leptina putem FFAR3, koji regulira apetit i metabolizam energije
(Zaibi i sur., 2010). Istovremeno, stimulacija FFAR3 receptora u crijevima posreduje u
otpuStanju ,,peptida nalik glukagonu“ (eng. Glucagon-Like Peptide, GLP-1) kako bi
pospjesila sekreciju inzulina (Tolhurst i sur., 2012), dok signalizacija u neutrofilima suprimira
upalu (Maslowski i sur., 2009). Metagenomska studija na ljudima identificirala je bakterije
koje proizvode butirat kao negativno povezane s pretilosti i kasnijoj otpornosti na inzulin.
Primjerice, Qin i sur. te Karlsson i sur. utvrdili su nizi udio butirat-producirajucih bakterija
reda Clostridiales (ukljucujuci bakterija roda Roseburia i vrstu Faecalibacterium prausnitzii)
u pretilih pojedinaca (Qin i sur., 2012; Karlsson i sur., 2013).

Ovi naizgled konfliktni podaci predstavljaju paradoks u svrstavanju SCFA u ,,dobre*
ili ,,lose* ovisno 0 patogenezi pretilosti. SCFA ne samo da povecavaju iskoriStenje energije i
doprinose povecanoj lipogenezi u jetri, ve¢ i istovremeno reduciraju upalu, senzibiliziraju
tkiva na inzulin i doprinose sitosti. Razlike u ovim saznanjima mogu biti vezane uz pokusaj
kategorizacije SCFA u samo jednu skupinu, dok, u stvarnosti, svaki metabolit ima razli¢ite
metabolicke udinke. Primjerice, acetat je potencijalni agens koji doprinosi pretilosti jer je
primarni supstrat lipogeneze, dok su propionat ili butirat manje vjerojatni agensi Kkoji
primarno sluZe kao supstrati u drugim metaboli¢kim procesima (Chakraborti, 2015). Stovise,
povisenje koncentracije SCFA u fecesu samo po sebi nije dovoljan pokazatelj metabolizma
ovih molekula. Buduca istrazivanja, stoga, zahtijevaju detaljnije razumijevanje prijenosa,

metabolizma i signalizacije SCFA kod pretilosti i ostalih kroni¢nih bolesti.
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Slika 3. Shematski prikaz utjecaja crijevne mikrobiote na pretilost (Parekh i sur., 2014)

2.3. UTJECAJ PREHRANE NA CRIEVNU MIKROBIOTU

Danas se sve viSe paznje posvecuje proucavanju odnosa obrasca prehrane i crijevne
mikrobiote te u¢inku prehrambenih intervencija na sastav crijevne mikrobiote. Naime, smatra
se kako prehrana ima klju¢nu ulogu u modulaciji sastava i metabolickih puteva bitnih za
normalno funkcioniranja crijevne mikrobiote te stoga predstavlja vaznu terapeutsku strategiju
u borbi s pretilos¢u. Posto je u ovom radu prvenstveno ispitivana uloga prehrambenih vlakana
na izmjenu sastava crijevne mikrobiote, upravo najveca paznja je posveéena vaznosti njihove

konzumacije u ljudskoj prehrani.
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2.3.1. Prehrambena vlakna

Dugo se zanemarivao utjecaj prehrambenih vlakana na zdravlje ¢ovjeka. Medutim,
potkraj 19. stolje¢a njihova uloga u ljudskoj prehrani pocela se detaljnije ispitivati, te je 60-ak
godina kasnije, poznati irski kirurg Denis Burkitt razvio teoriju kako je nedostatak
prehrambenih vlakana (eng. fiber/fibre) u zapadnjackom nacinu prehrane uzrok porasta
brojnih kroni¢nih bolesti, ukljucujuéi poviSeni rizik za obolijevanje od razli¢itih bolesti
crijeva, dijabetesa, dentalnog Kkarijesa, ali i do razvitka pretilosti (Burkitt, 1969). Mogucnost
jednostavnog grupiranje ovih bolesti pod jedan zajednicki uzro¢nik bilo je uistinu
revolucionarno otkrice, te su sve zasluge vezane uz spoznaju o povoljnom uéinku
prehrambenih vlakana na zdravlje ljudi pripisane Burkittu koji je postao poznat i pod nazivom
‘Fibre Man’.

Po definiciji, prehrambena vlakna su uglavnom neprobavljivi poli i oligosaharidi
prirodnog ili sintetickog podrijetla, a gradeni su od monosaharida (glukoze, fruktoze,
galaktoze i manoze) stupnja polimerizacije od 2 do 20 monosaharidnih jedinica. Postoje dvije
vrste prehrambenih vlakana — topiva i netopiva U prehrambena vlakna ubrajamo i prebiotike -
neprobavljive sastojke hrane koji korisno djeluju na domacina pomocu selektivne stimulacije
rasta i/ili aktivnosti jedne ili ograni¢enog broja bakterijskih vrsta u debelom crijevu te na taj
nacin doprinose poboljanju zdravlja ¢ovjeka (Gibson i Roberfroid, 1995).

Nadalje, Kkoli¢ina i vrsta prehrambenih vlakana variraju od namirnice do namirnice.
Cjelovite zitarice se smatraju glavnim izvorom prehrambenih vlakana i ¢ine 50% njihovog
ukupnog unosa u zapadnim zemljama (Lambo i sur., 2005). Ostali vazni izvori prehrambenih
vlakana jesu voce i povrée te razno orasasto voce. Naime, povréem se unese oko 30-40%
prehrambenih vlakana, vo¢em oko 16% dok je tek oko 3% prehrambenih vlakana porijeklom
iz drugih manje znacajnih izvora. Za dojencad i djecu do 2 godine referentni dnevni unos
vlakana (eng. Dietary Reference Value, DRV) nije definiran, dok se za odrasle osobe DRV
prehrambenih vlakana kreée izmedu 25-30 g, odnosno 10-13 g na svakih unesenih 1000 kcal
(Vranesi¢ i Alebi¢, 2006). Prema institutu za medicinu (eng. Institute of Medicine, 10M)
DRV prehrambenih vlakana za zene iznosi 25 g/dan, dok je DRV prehrambenih vlakana za
muskarce 38 g/dan (Institute of Medicine, 2001).

Spona izmedu ucinka prehrane na crijevnu mikrobiotu 1 predispozicije za nastanak
pretilosti uocena je u vrlo ranoj Zivotnoj dobi, ¢ak 1 prije pocetka konzumacije krute hrane.
Primjerice, novorodencad koja je hranjena majc¢inim mlijekom ima znacajno smanjen rizik od

razvoja pretilosti kasnije u zivotu, u usporedbi sa novorodencadi koja je hranjena

18



supstituentima majcinog mlijeka poput dojenackih formula (O'Sullivan i sur, 2015). Iako su
egzaktni mehanizmi kojima se ostvaruje ovakav ucinak jo$ uvijek nepoznati, smatra se da
majc¢ino mlijeko koje sadrzi prebioticke oligosaharide (eng. Human Milk Oligosaccharides,
HMO) odnosno Secerne polimere, djeluje povoljno na poticanje rasta specifi¢nih mikrobnih
zajednica, ukljucujuci Bifidobacterium spp. (Coppa i sur, 2004). Bifidobacteria u crijevu
dojenceta je vrlo bitna jer inhibira rast patogenih mikroorganizama, modulira funkciju
mukozne barijere, i poti¢e imunoloski 1 upalni odgovor u tijelu domacina te se dojenje stoga
moze smatrati prvom preporucljivom prehrambenom intervencijom u uspostavi normalne
ravnoteze crijevne mikrobiote ovjeka s obzirom da stvara okoli§ pogodan za uspostavu
normalne crijevne mikrobiote te normalnu tjelesnu masu tijekom zivota (Parigi i sur, 2015).
Nadalje, ucinak prehrane na crijevnu mikrobiotu vidljiv je i na globalnoj razini.
Primjerice, prehrana bogata namirnicama biljnog podrijetla koje su bogate vlaknima uocena
kod djece iz Burkine Faso povezana je s povecanom raznoliko$¢u (eng. richness) crijevnog
mikrobioma, te povec¢anim udjelom bakterijskog roda Prevotella iz koljena Bacteroidetes i
smanjenim udjelom bakterijskog koljena Firmicutes, u sporedbi s europskom djecom koja su
jela hranu manje bogatu vlaknima (De Filippo i sur., 2010). Takoder, neovisno o dobi,
zapadnjacka prehrana temeljena na velikim koli¢inama procesiranih jednostavnih Secera
povezana je s disbiozom i epidemijom pretilosti te je povezana sa smanjenom raznoliko$c¢u

crijevnog mikrobioma (eng. bacterial gene-richness) (Le Chatelier, 2013).

(b)

BF B Prevotslla Bacteroidetes EU Alistipes ]
ol T Bacteroidetes
B icetitomacuium W Acstitomaculum
B Fascalibacterium | Firmicutes W Fascalibacterium | Fipmicutes
! 8 Roseburia
Subdoligranulum Subdoligranulum
Druzo Druzo

Slika 4. Usporedba zastupljenosti pojedinih bakterijskih vrsta i rodova iz koljena
Bacteroidetes i Firmicutes prisutnih u uzorcima stolice (a) africke (Burkino Faso, BF) i (b)
europske (EU) djece (prilagodeno prema De Filippo i sur., 2010)
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Kratkoro¢ni, ali i dugoro¢ni udinci prehrane odrazavaju se na raznolikost i
funkcionalnost crijevne mikrobiote (David i sur, 2014; Wu i sur. 2011). Stovise, nedavno
provedeno istrazivanje koje podrzava ovaj koncept pokazalo je da manjak dostupnosti
korisnih  neprobavljivih ugljikohidrata crijevnom mikrobiomu, ¢esto primijeen u
zapadnjackom nacinu prehrane, moze dovesti do potencijalno nepovratnog gubitka

mikrobijalne raznolikosti kroz generacije (Sonnenburg i sur., 2016).

2.4. PREHRAMBENE INTERVENCIJE U REGULACHUI PRETILOSTI

“Nagle promjene uvijek su opasne.
Svaka pretjeranost protivna je prirodi.
Postupnost je sigurna.”

Hipokrat

Modulacija crijevne mikrobiote predstavlja vazan c¢imbenik u tretiranju pretilosti.
Predvida se da ¢e unapredenje metagenomske analize razotkriti nove detalje vezane uz sastav
i funkcionalnost crijevne mikrobiote, a ciljano unistavanje i kolonizacija odredenih bakterija
postati Sire koriStena terapija u borbi s pretilosti. Na temelju razli¢itih sastava crijevne
mikrobiote, postoji potencijal za razvoj specificnih biomarkera koji bi identificirali
individualni rizik od razvoja pretilosti preko stratifikacije do personaliziranih tretmana.
Naime, sastav crijevne mikrobiote moze biti moduliran nekolicinom usmjerenih ili
neusmjerenih intervencija. Crijevni mikroorganizmi sposobni su "izvuéi" energiju iz
neprobavljene hrane, interferirajuci time s ekspresijom gena i mijenjajuéi tjelesnu masu i
adipoznost domacina (Jumpertz i sur., 2011). Teoretski, ekstrakcija energije unesene hrane
moze biti regulirana manipulacijom crijevnog mikrobioma nastale uslijed lose prehrane i to
koristenjem prebiotika, probiotika ili pak njihove kombinacije tzv. sinbiotika te osim §to
imaju potencijal izmjene sastava crijevne mikrobiote, imaju potencijal i kontroliranja tjelesne
mase domacina. Probioticima se smatra jedna ih viSe kultura Zivih stanica mikroorganizama
koje, primijenjene u ljudi ili Zivotinja djeluju korisno na domacina poboljSavajuci svojstva
autohtone crijevne mikrobiote domac¢ina (Havenaar i Huis in't Veld, 1992.) Prebiotici su pak
neprobavljivi sastojci hrane koji povoljno utjecu na domacina, selektivno stimulirajuéi rast
i/ili aktivnost jedne ili ogranic¢enog broja bakterija u debelom crijevu (Gibson i Roberfroid,
1995) dok se sinbioticima smatraju prehrambeni proizvodi ili dodaci prehrani koji sadrze
kombinaciju probiotika i prebiotika ¢ime se postize sinergisti¢ki u¢inak u organizmu (Gibson
i Roberfroid, 2015).
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2.4.1. Probiotici

Probiotici ili zivi bakterijski terapeutici (eng. Live Bacterial Therapeutics, LBP)
potencijalno pospjesuju fiziologiju domacina uslijed pretilosti. Iako je diskutabilno mogu li
permanentno kolonizirati probavni trakt, pokazano je da je tretman zivim bakterijskim
terapeuticima bio ucinkovit modulator dinamike crijevne mikrobiote. Mnogi sojevi
Lactobacila ili Bifidobacteria pokazali su se ucinkovitima u pospjeSivanju gubitka tjelesne
mase (Walker i sur, 2011; Moreno-Indias i sur., 2014). Lactobacillus plantarum dokazano
reducira veli¢inu adipocita i sveukupnu adipoznost kod miseva (Park i sur., 2015), dok
Lactobacillus hamnosus GG povecava gubitak tezine kod Zena u kombinaciji s umjerenom
restrikcijskom dijetom (Sanchez i sur., 2014). Istrazivanje provedeno 2015. godine pokazalo
je da Bifidobacterium pseudocatenulatum reducira upalne procese povezane s pretilosti u
miSevima s induciranom pretilosti putem prehrane (Moya-Perez, 2015). Konzumacija
tradicionalno fermentirane hrane, koja prirodno sadrzi veliku koli¢inu ,,dobrih* mikroba,
takoder dokazano pospjeSuje gubitak tjelesne mase i poboljSava metabolicke parametre

naru$ene uslijed bolesti (Kim i sur., 2011).
2.4.2. Prebiotici

Kao $to je ve¢ spomenuto, prebiotici spadaju u skupinu prehrambenih vlakana te ih
definiramo kao neprobavljive komponente koje, nakon §to ih metaboliziraju crijevni mikrobi,
moduliraju sastav 1 metaboli¢ku aktivnost mikroorganizama u svrhu ostvarivanja fizioloskih
,povlastica® domacina. Dakle, da bi se neki dodatak prehrani smatrao prebiotikom on mora
zadovoljiti osnovni kriterij - biti neprobavljiv, tj. otporan na kiselost zeluca i djelovanje
probavnih enzima u probavnom traktu. Naime, za razliku od egzogeno unesenih kultura zivih
mikroorganizama (probiotika), glavna uloga prebiotika jest proliferacija ili drugim rije¢ima
selektivno poticanje rasta pozeljnih bakterijskih populacija ve¢ prisutnih u probavnom traktu,
odnosno sluze kao supstrat ili hrana ve¢ prisutnim bakterijama u probavilu za koje se smatra
da pozitivno utje€u na zdravlje domacina. Fermentacijom prebiotickih supstrata u debelom
crijevu nastaju kratkolancane masne kiseline (SCFA) koje medu brojnim svojim ulogama
sudjeluju i u zastiti od patogenih bakterija snizavanjem intestinalne pH vrijednosti.

Primjerice, u odraslog covjeka, prehranom uneseni polisaharidi 1 otporni Skrob
povecavaju razinu Ruminococcus bromii i Eubacterium rectale, dvaju bakterijskih vrsta koji
mogu metabolizirati netopive ugljikohidrate do SCFA (DiBaise i sur., 2008). Pozitivna uloga

prebiotika u tretiranju pretilosti nije sasvim odgonetnuta, no dodatak inulina (topivog vlakna
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podloznog fermentaciji) prehrani pretilih pojedinaca snizava razinu LPS u krvi, 1 to
najvjerojatnije promjenama u koli¢ini butirata i butirat-producirajuéih bakterija (Lecerf i sur.,
2012).

Osim spomenutog inulina — prebiotika dokazane djelotvornosti koji se koristi kao
funkcionalni sastojak hrane i spada u skupinu neprobavljivih oligosaharida, velika paZnja je
posvecena i utjecaju komercijalnog dekstrina NUTRIOSE® na izmjenu sastava crijevne
mikrobiote te njegovoj ulozi u tretiranju pretilosti. U ovom radu se koristio pSeni¢ni dekstrin u
obliku komercijalnog proizvoda NUTRIOSE® FBO06.

2.4.2.1. NUTRIOSE® FB06

NUTRIOSE® je komercijalno dostupan dekstrin, glukozni polisaharid koji se
proizvodi iz kukuruza, pSenice (NUTRIOSE® FBO06) ili nekog drugog oblika jestivog Skroba.
Zagrijavanjem Skroba na visokim temperaturama dobiva se mjeSavina glukoznih polimera s
uskim rasponom molekularne mase (u prosjeku od 2600 do 5000 g/mol) i stupnjem
polimerizacije N=18. Tijekom zagrijavanja odvija se hidroliza i repolimerizacija. Uz prisutne
glikozidne veze karakteristicne za Skrob (a-1,4 i a-1,6), rekombinacija rezultira vezama koje
nisu prisutne u skrobu, ukljucujuéi linearne i razgranate veze (-1,6, a-1,2; p-1,2, a-1,3; B-1,3;
B-1,4). Takve glikozidne veze nisu podloZne razgradnji endogenim glikolitickim enzimima te
se proizvod moze klasificirati u topivo prehrambeno vlakno s ukupnim udjelom vlakana od
85%.

Istrazivanja koja su ukljucivala komercijalni proizvod NUTRIOSE® pokazala su da se
preko 15% unesenog sadrzaja razgradi, a 75% fermentira u probavnom traktu. PredloZena
doza koja ne inducira probavne smetnje iznosi 45 g dnevno, neovisno o duljini izlaganja.
Takoder, pokazano je da unos NUTRIOSE® povecava broj Bacteroides u fecesu. Bacteroides
predstavlja rod bakterija unutar koljena Bacteroidetes, koji uz koljeno Firmicutes predstavlja
najzastupljeniji odjeljak bakterija crijevne mikrobiote i €iji se udio mijenja u stanju pretilosti.
Bakterije roda Bacteroides iskoriStavaju energiju iz prehrambenih  polisaharida i
metaboliziraju iz njih oslobodene Secere. Povisenje bakterijskih i enzimatskih aktivnosti
uslijed konzumacije NUTRIOSE® rezultira razlaganjem neprobavljivih vlakana u debelom
crijevu, induciraju¢i pritom povoljne ucinke fermentacije, ali i1 iskoriStavanje energije u

debelom crijevu.
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Nadalje, nekoliko klini¢kih studija pokazalo je da dekstrin postize povoljne rezultate
poput poboljsanja apsorpcije mikronutrijenata, odgodenog praznjenja zeluca, regulacije razine
glukoze u krvi i u€inaka smanjenja razine lipida. Guerin-Deremaux i sur. su U istrazivanju
imali za cilj utvrditi u¢inkovitost NUTRIOSE® kao dodatka prehrani tijekom 12 tjedana
konzumacije. Pretpostavljeno je da ¢e konzumacija NUTRIOSE® tijekom 12 tjedana smanjiti
tjelesnu masu zbog redukcije osje¢aja gladi i unosa energije. Pradeni su parametri tjelesne
tjelesna masa, sastav tijela, unos energije i osjet gladi u 120 pretilih muskaraca, kineza u dobi
od 20 do 35 godina koji su prema indeksu tjelesne mase (ITM) definirani kao pretili. Pokus je
proveden kao dvostruko slijepi, gdje je 60 ispitanika dobivalo pripravak NUTRIOSE® dok je
preostalin 60 (kontrolna skupina) primala jednaku koli¢inu maltodekstrina (GLUCIDEX).
Aplikacija aktivne tvari, Ispitanici su NUTRIOSE®, odnosno GLUCIDEX uzimali u koli¢ini
od 17 g, otopljenu u 250 mL voénog soka dva puta dnevno u periodu od 12 tjedana. Svi
ispitanici su zivjeli i radili u kontroliranim uvjetima 7 dana tjedno za vrijeme trajanja
istrazivanja. Kriterij za neukljucivanje u istrazivanje bio je nedavno uzimanje prehrambenih
vlakana kao dodatka prehrani, koriStenje inzulina, antibiotika ili stanje koje moze imati
patoloski odgovor na suplemente (Chronova bolest, alergija) i sli¢no. Postotak tjelesne masti
odredivan je metodom bioeletricne impendancije, a ostala ispitivanja ukljucivala su mjerenje
veliCine tjela te razgovor s ispitanicima i prac¢enje njihovog osobnog osjecaja gladi.

Rezultati navedenog istrazivanja pokazali su redukciju u vrijednostima svih mjerenih
parametara (tjelesna masa, ITM, ukupan udio masnog tkiva, utroSak energije) kod ispitanika
koji su uzimali NUTRIOSE® kao dodatak prehrani. Takoder, osjecaj gladi bio je 0sjetno
smanjen ve¢ nekoliko dana po pocetku konzumacije suplementa u skupini koja je dobivala
NUTRIOSE®.

Istrazivanje je u konacnici pokazalo da dodatak NUTRIOSE® prehrani dva puta
dnevno u vremenskom periodu od 12 tjedana ima pozitivne ucinke na smanjenje tjelesne
mase, indeksa tjelesne mase, ukupnog udjela masnog tkiva, dnevnog unosa energije i osjecaja

gladi u pretilih muskaraca (Guerin-Dermaux i sur. 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ISPITANIK

U ispitivanju je sudjelovala jedna pretila osoba, definirana prema ITM-u, starosti 34

godine, muskog spola, umjerene tjelesne aktivnosti.

Unaprijed postavljeni Kriteriji za selekciju ispitanika su bili sljedeci:

1. Indeks tjelesne mase (ITM) veéi od 30

2. Osoba nije uzimala antibiotike u posljednja 3 mjeseca

3. Osoba je tjelesno aktivna (minimalna ocekivana tjelesna aktivnost je u prosijeku tri
puta tjedno po barem pola sata aktivnog vjezbanja)

4. Osoba s izrazenom voljom i Zeljom za suradnjom i za napretkom

5. Osoba prakticira tipi¢ni zapadnjacki na¢in prehrane

Ispitanik je prema unaprijed odredenim kriterijima izabran medu ispitanicima Koji su u
svrhu probira popunili online anketni upitnik (Op¢i upitnik) omoguéen za popunjavanje
putem usluge Google Disk. Sudjelovanje ispitanika u ovom istrazivanju bilo je dragovoljno, a

samo istrazivanje trajalo je u vremenskom periodu od kolovoza do prosinca 2016. god.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Op¢i upitnik

Opé¢i upitnik je pripremljen kao kombinacija upitnika projekata Human Microbiome
Project (NIH) i MyMicrobes (EMBL) u sklopu projekta "Prac¢enje biodinamike mjeSovitih
kultura pomoc¢u novorazvijene metode uzimanja otiska prsta”. Op¢i upitnik proveden je kao
selekcijski kriterij s ciljem pronalaska jednog ispitanika adekvatnog za ukljucivanje u trenutno
istrazivanje kojemu je svrha bila ispitati utjecaj individualizacije prehrane dodatkom
prebiotika NUTRIOSE® FBO06 na izmjenu sastava crijevne mikrobiote, odnosno na gubitak

tjelesne mase i ukupnog masnog tkiva pretile osobe. Prikupljanje podataka putem opcéeg
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upitnika je provedeno putem racunala uz pomo¢ usluge Google disk tijekom kolovoza 2016.
godine te je upitnik podijeljen na drustvenim mrezama i stranici Studentskog centra u
Zagrebu.

Putem upitnika prikupljani su podaci o ¢imbenicima za koje se trenutno smatra da su
povezani sa sastavom mikrobiote — poput starosti, spola, tjelesne aktivnosti, raznih kroni¢nih
bolesti, koristenja medikamenata i sl. Na osnovu odgovora, a uzimajuéi u obzir vrijednost
ITM-a ispitanika, ocijenjeno je zadovoljava li ispitanik zahtijevima za sudjelovanje u
istrazivanju. Upitnik je sastavljen od 53 pitanja koja se mogu podijeliti na dio u kojem se
prikupljaju opéi podaci (12 pitanja), dio kojim se prikupljaju podaci o prehrambenim
navikama i apetitu (26 pitanja), dio kojim se prikupljaju podaci o Zivotnim navikama: puSenje
(1 pitanje), navike spavanja (3 pitanja), razina tjelesne aktivnosti (2 pitanja), podaci vezani uz
naéin poroda (1 pitanje), podaci o redovitosti stolice (1 pitanje) te podaci o osobnim
stavovima o prehrani i vlastitom zdravlju (7 pitanja).

Upitnik je ispunilo ukupno 14 osoba ukljucujuéi oba spola. Uzimajuci u obzir indeks
tjelene mase (ITM) kao glavnog pokazatelja stupnja uhranjenosti, od ukupnog broja ispitanika
njih troje je imalo adekvatnu tjelesnu masu (ITM od 18,5-24,9 kg/m?), sedmero ispitanika je
imalo prekomjernu tjelesnu masu (ITM od 25-29,9 kg/m?) dok je ostatak, ukupno 4 ispitanika
bilo pretilo. Naime, Cetvero ispitanika je zadovoljilo kriterij pretilosti i to pretilosti prvog
stupnja (ITM od 30-34,9 kg/m?) koji je ujedno bio i glavni selekciji kriterij pri odabiru
ispitanika za trenutno istrazivanje. Takoder, svih Cetvero pretilih pojedinaca zadovoljili su i
sljede¢i selekcijski kriterij, odnosno nisu uzimali antibiotike u posljednja 3 mjeseca. Od
Cetvero preostalih ispitanika njih troje je fizicki aktivno, dok se jedan ispitanik izrazio kao
fizicki neaktivan te je izostavljen iz istrazivanja. Takoder, svaki od trojice preostalih
ispitanika je imao izraZenu volju i Zelju za suradnjom i za napretkom. Medutim samo jedan od
ispitanika je zadovoljio posljednji selekcijski kriterij prakticiranja tipi¢nog zapadnjackog
nacina prehrane (prema odgovorima iz upitnika ispitanik redovito konzumira "fast food"
hranu, rijetko doruckuje 1 konzumira samo 2 obroka dnevno) te je prema tome njegov nacin

prehrane bio presudni kriterij za uklju€ivanje u trenutno istraZivanje.
3.2.2. Dijeteticke metode

Mijerenje unosa hranjivih tvari naj¢esce je koristen posredan pokazatelj nutritivnog statusa
(Lee, 2010). Dijeteticke metode mjere vrstu i koli¢inu konzumirane hrane, odnosno unos

hranjivih i drugih komponenti hrane gdje se informacija o konzumiranju konvertira u koli¢inu
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komponente hrane. Najc¢esc¢e koriStena metoda za navedeni postupak jest uporaba tablica sa
kemijskim sastavom hrane. Medutim, na to¢nost prikupljenih podataka osim samog odabira
adekvatne dijetetiCke metode, utjeCu i brojni drugi ¢imbenici. Prije svega to je slozenost
ponasanja ljudi, zatim dnevne varijacije u unosu hrane, ali i kvaliteta i obim podataka u
tablicama s kemijskim sastavom hrane te njihova uskladenost sa sastavom konzumirane hrane
(Satali¢, 2014).

Naime, postoje brojne dijeteticke metode za ispitivanje potrosnje hrane, no ne i jedna
jedinstvena metoda koja bi se smatrala zlatnim standardom i koja bi bila prikladna za sve
znanstvene, struéne i klinicke primjene (Satali¢, 2014). Naje$¢e koristene suvremene
dijeteticke metode za mjerenje unosa hrane su: 24-satno prisje¢anje unosa hrane i pica,
metoda biljezenja konzumacije hrane (dnevnik prehrane) te upitnik o ucestalosti potrosnje
hrane i pica (FFQ). Izbor metode ovisi o svrsi ispitivanja, Zeljenoj preciznosti, materijalnim i
kadrovskim mogucnostima, raspolozivom vremenu i o¢ekivanoj suradnji ispitanika.

Odabrane dijeteticke metode u svrhu ovog rada su sljedece: 24-satno prisjecanje unosa
hrane i pi¢a, upitnik o ucestalosti konzumacije hrane i pi¢a (semikvantitativni FFQ) te metoda
biljeZzenja konzumacije hrane (dnevnik prehrane) proveden prije (3-dnevni dnevnik prehrane)

i tokom prehrambene intervencije (za svih 30 dana trajanja intervencije).

3.2.2.1. Upitnik o ucestalosti konzumacije hrane i pi¢a (FFQ)

Nakon odabira ispitanika koji je zadovoljio sve selekcijske kriterije, ispitanik je zamoljen
da ispuni detaljni upitnik o ucestalosti konzumacije hrane i pi¢a (eng. Food Frequency
Questionnaire, FFQ), s posebnim naglaskom na hranu bogatu prehrambenim vlaknima koji je
sastavljen za potrebe ovog rada. Upitnik je izraden u elektronskom obliku radi lakseg
popunjavanja ispitaniku, ali i obrade podataka. Referentni period konzumacije Kkoji se
procjenjivao upitnikom je mjesec dana. Upitnik se provodio na pocetku istrazivanja, prije bilo
kakvih prehrambenih intervencija, a sa ciljem prikupljanja Sto vise informacija o
ispitanikovom uobicajenim prehrambenim navikama posebice onih koji se ticu konzumacije
prenhrambenih vlakana, bitnih u ovom istrazivanju. Istovremeno, podaci dobiveni ovim
upitnikom bi mogli doprinijeti olakSanju procesa planiranja prehrane i sastavljanja jelovnika

/(prilog 2) sa svrhom individualizacije prehrane.
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3.2.2.2. Dnevnik prehrane

Neposredno prije provodenja prehrambene intervencije ispitanik je zamoljen i1 da vodi 3-
dnevni dnevnik prehrane (tablica 2) koji je ukljucivao 2 radana dana i 1 dan vikenda, kako bi
se dobio uvid u prehrambene navike te kako bi se mogli prirediti dnevne jelovnici za period
intervencije koja Ce pratiti navike ispitanika. Prije vodenja dnevnika prehrane ispitanik je
dobio detaljnu uputu za pracenje, vaganje 1 biljezenje unesene hrane i1 pi¢a. Takoder, dobio je
uputu da tijekom tog perioda pokusa ne mijenjati svoje uobicajene prehrambene navike, kako
bi se dobili §to realniji podaci.

Takoder, nakon S$to je zapoceta intervencija ispitanik je tijekom svih 30 dana, koliko je
trajala prehrambena intervencija, vodio dnevnik prehrane (u Excel dokumentu) uz vaganje, na
unaprijed priredenim obrascima, a u svrhu da se dobije uvid 0 stvarnom pracenju
pripremljenih preporucenih jelovnika te stvarnu koli¢inu unesenog prehrambenog vlakna
NUTRIOSE® FBO06. Glavni obroci u danu (ru¢ak i vecera) popraceni su i slikovnim
sadrzajem (slika 5) te je za svaku izmjenu ili nepridrzavanje naputaka iz preporué¢enog plana
prehrane ispitanik u dnevniku prehrane napisao kratko obrazlozenje zbog ¢ega je do toga
doslo (npr. 4. i 6. dan preskocio je uzimanje prebiotickog suplementa NUTRIOSE® FBO06 iz
razloga §to je osjecao probavne smetnje, koje su poslije 6. dana prestale nakon cega je
nesmetano nastavio s konzumacijom preporucene dnevne doze suplementa do Kkraja
intervencije). Takoder, ispitanik je biljezio to¢no vrijeme konzumiranja svojih dnevnih
obroka. Na ovaj nacin osim moguénosti pracenja koli¢ine konzumiranih dnevnih obroka, bilo
je mogucée pratiti i konzistentnost i redovitost konzumacije obroka u odredenim vremenskim
razmacima za svaki od 30 dana, imajuéi u vidu preporuke da razmak izmedu dnevnih obroka
ne bi trebao biti dulji od 4 sata (Satali¢, 2014).

3.2.2.3. 24-satno prisjecanje unosa hrane i pica

24-satno prisjec¢anje napravljeno je za 1 od dana za koji je ispitanik vodio 3-dnevni
dnevnik prehrane, kao kontrola vodenja dnevnika prehrane. Ispitanik nije unaprijed znao kada
¢e se metoda provesti. Ispitanik je koli¢inu namirnica izrazavao u gramima ukoliko mu je bila
poznata masa konzumirane namirnice, veli¢inom pakiranja za kupovne namirnice, odnosno uz
pomo¢ kuhinjskog pribora poznatih masa (npr. Zilica, ¢ajna Zli¢ica, ¢asa, Salica). Za slozena
jela elaborirao je cjelokupnu recepturu. 24-satno prisjecanje odradeno je po principu ,three

step*.
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Cetvrtak, 2.2.2017
Namirnica Koli¢ina Mj. jedin| Vrijeme Pice Koli¢ina| Mj. jedin.
Jogurt 400|g Kava bez
Zajutrak |Voéni musli 1|ilica 08:30h | mlijekai 2|3alice
Lanene sjemenke 1|ilica Secera
Kiwi 2|kom
| Dorucak |Jabuka 1]kom 1200h Voda 1)L
Suplement 14|g
Puretina 300)g
Rucak |Kiseli kupus 250|g 14:00 h Voda 1L
Maslac 10|g T ———————
-
Usina Posni sir 5|2lica 1600k Voda 0.5|L
Vecera (Pizza 300(g 19:30h | Zeleni éaj 2|3alice
s medom
Kasni ob/ / / 22:30 Pivo 1L

Slika 5. Primjer jelovnika za jedan dan iz dnevnika prehrane kojeg je ispitanik vodio tijekom
svih 30 dana trajanja prehrambene intervencije

3.2.3. Antropometrijske metode

Antropometrijska mjerenja zauzimaju srediSnje mjesto u ocjenjivanju stupnja uhranjenosti
pojedinca zbog jednostavnosti, prakticnosti i malih zahtjeva za opremom. Ova mjerenja
pruzaju informacije o veli¢ini i masi tijela, veliini i proporciji dijelova tijela, kostanom
obliku i razvoju mekih tkiva.

Tijekom provodenja ovog istrazivanja antropometrijska mjerenja su provedena u tri
navrata: prvo mjerenje obavljeno je na pocetku istrazivanja, prilikom samog ukljucivanja u
sitrazivanje i prije prehrambene intervencije (31.01.2017.), drugo mjerenje napravljeno je na
polovici istrazivanja (nakon 14 dana od pocetka intervencije), te je posljednje mjerenje
odradeno po zavrsetku istrazivanja.

Ispitaniku je mjerena tjelesna masa i tjelesna visina u laganoj odje¢i i bez obuce, na
kombiniranoj medicinskoj vagi sa stadiometrom (Seca, Type 710-220, Vogel & Halke Gmbh
& CO., Germany). Tjelesna masa mjerena je s preciznos¢u od 0,1 kg, dok je tjelesna visina
mjerena s precizno$¢u od 0,1 cm. Iz dobivenih vrijednosti racunski se dobio indeks tjelesne

mase (ITM) kako bi se odredilo stanje uhranjenosti ispitanika, prema formuli:
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ITM = tjelesna masa (kq)
tjelesna visina (m?)

Udio masnog tkiva (% ukupnog masnog tkiva i stupanj visceralne masnoce), kao i
odredivanje udjela misi¢nog tkiva te vrijednosti bazalnog metabolizma (kcal) radeno je
metodom bioelektriéne impedancije (BIA) uz koriStenje mjernog uredaja OMRON BF500
(Omrom Healthcare, Vernon Hills, Illionis, USA) (Slika 5).

BIA je najc¢esce koriStena metoda za procjenu sastava tijela, odnosno ukupnog udjela
vode u tijelu (eng. Total Body Water, TBW), ukupnog masnog tkiva (eng. Fat Mass, FM) i
ukupnog udjela bezmasnog tkiva (eng. Fat Free Mass, FFM). Biolektriéna impedancija
provodi se tako da se struja malog napona propusta kroz tijelo te se putem pruzenog otpora

(razlika u potencijalima) dobivaju rezultati o sastavu tijela.

Slika 6. Uredaj za mjerenje sastava tijela, OMRON BF500.
3.2.4. Modifikacija prehrane suvremenim dijetetickim metodama

S obzirom da je cilj ovoga rada bio smanjenje ispitanikove tjelesne mase isklju¢ivo
izmjenom prehrambenih navika, na temelju detaljnih podataka dobivenih putem 3-dnevnog

dnevnika prehrane, 24-satnog prisjecanja te upitnika o ucestalosti konzumacije hrane i pica

(FFQ) bilo je mogu¢e modificirati ispitanikovu prehranu. Cilj je bio osmisliti adekvatan plan
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prehrane koji bi imao pozitivan ucinak na rast povoljnih crijevnih bakterija, a koje bi u
konacnici mogle doprinijeti gubitku tjelesne mase i ukupnog masnog tkiva.

Svi prikupljeni dijeteti¢ki podaci obradivana su uz pomo¢ nacionalnih prehrambenih
tablica (Kai¢-Rak i Antoni¢, 1990) koje su zbog manjkavosti namirnica, nadopunjene
podacima iz danskih prehrambenih tablica (DTU, 2009), odnosno americkih (USDA, 2011)
kako bi se prikupljeni podaci pretvorili u nutrijente. U konacnici, unos svih praéenih
nutrijenata prikazan je kao aritmeticka sredina vrijednosti izra¢unatih za pojedini nutrijent za
sva 3 dnevnika prehrane, odnosno kao ukupan prosjek vrijednosti pojedinih nutrijenata za 30
dana vodenja vodenja dnevnika prehrane.

Nadalje, cilj osmisljenog plana prehrane nije bila restrikcija broja kalorija, ve¢ pomniji
odabir namirnica jednakog energetskog, ali nutritivno bogatijeg sastava, s posebnim
naglaskom na pracenje koli¢ine unosa prehrambenih vlakana. Naime, klju¢no je razlikovati
energetski bogatu od nutritivno bogate hrane. U mnogim slu¢ajevima, 'zdrava hrana' je ¢esce
definirana odsustvom ‘problemati¢nih’ sastojaka poput masti, Seéera i natrija, negoli

prisustvom korisnih odnosno hranjivih tvari u pojedinoj namirnici.

3.2.4.1. Planiranje prehrane

Pojam planiranja prehrane podrazumijeva sastavljanje obroka za jedan ili vise dana drzeci
se osnovnih principa planiranja prehrane: kontroliran energetski unos, adekvatnost,
uravnoteZzenost, nutritivnu gustoéu, umjerenost i raznolikost (Satali¢, 2008), prema dobi i
spolu.

Na temelju cjelodnevne energetske potro$nje (eng. Total Daily Energy Expenditure,
TDEE), procjenjena je energetska potreba za oCuvanje trenutne tjelesne mase i trenutne razine
tjelesne aktivnosti ispitanika. Naime, TDEE se procjenjuje putem jednadzbi ovisno 0 stupnju
uhranjenosit, spolu, dobi, tjelesnoj masi i visini i razini tjelesne aktivnosti (Satali¢, 2014.).
Najzastupljenija jest Harris-Benedictova jednadzba za koju su zasluzni James Arthur Harris i
Francis Gano Benedict, jos 1919. godine. Stoga, izracunom iz Harris-Benedictove jednadzbe
dobiven je podatak kako je ukupno 3068 kcal/dan potrebno da ispitanik zadrzi trenutnu
tjelesnu masu, dok je vrijednost potrebna za odrzavanje bazalnog metabolizma dobivena
mjerenjem metodom bioelektri¢ne impendancije iznosila 2088 kcal.

U konacnici, ispitanik je dobio 5 isprintanih letaka sa sugeriranim planom prehrane kojeg

se trebao pridrzavati 30 dana (Prilog 3). Plan je izraden s posebnom paznjom na unos
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prehrambenih vlakana te je prosje¢ni dnevni unos koji osiguravaju predloZeni jelovnici
iznosio 26 g, uz energetski unos od 2921 kcal — 2970 kcal, s prosje¢nim udjelom proteina od
17%, ugljikohidrata 47% te masti 36%. Plan prehrane je osmisljen za 5 dana u tjednu, sa
ciljem rotiranja predlozenog 5-odnevnog plana prehrane 6 puta u 30 dana. Takoder, ispitanik
je dobio suplemente NUTRIOSE® FBO06 s detaljnom uputom o koli¢ini i na¢inu konzumacije.
Konzumacija prebioti¢kog suplementa je predvidena tijekom 30 dana, dva puta dnevno po 7
g, odnosno ukupno 14 g/dan komercijalnog prebiotika s ukupnim udjelom vlakana od 85%.
Dakle, uz preporuc¢en dnevni unos od 26 g prehrambenih vlakana putem prehrane, izvor
dodatnih 12 g/dan prehrambenih vlakana je bio suplementacijom prebiotikom NUTRIOSE®
FBO06. Uzimajuci u obzir dnevne preporuke za unos vlakana za muskarce starije od 30 godina
u iznosu od 38 g, preporucene od strane instituta za medicinu, DRV prehrambenih vlakana
kroz individualiziranu prehranu izrazenu jelovnicima te kroz suplementaciju prebiotikom
NUTRIOSE® FBO06 je zadovoljena.

Nadalje, ispitaniku je omogucen svakodnevni kontakt sa stru¢nim osobljem za sve
eventualno nastale nedoumice i nejasno¢e oko provodenja intervencije, prehrane, vodenja
dnevnika i dr. Ispitaniku je savjetovano da kroz 30 dana provodenja novog rezima prehrane
blago modulira svoje prehrambene navike. Preporu¢eno je da svoj dan zapocne
konzumacijom cjelovitih zitarica koje sadrze vlakna kako bi ve¢ rano ujutro potaknuo
probavne procese u organizmu. Naime, poseban naglasak je stavljen na zajutrak kao prvi i
najvazniji dnevni obrok te je naglaseno kako razmak izmedu dnevnih obroka ne bi trebao biti
dulji od 4 sati. Takoder, preporuceno je i da proizvode od bijelog brasna kao i rafinirane
zitarice (kruh, riZu, tjesteninu) zamijeni cjelovitima. Opcenito, sugerirano je da se posebna
paznja pri kupnji namirnica obrati na deklaracije, odnosno preporucljivo je odabirati
proizvode koji sadrze rije¢ "cjelovit", bilo da se radi o Zitaricama, kruhu ili nekom od ostalih
pekarskih proizvoda. Nadalje, preporuc¢eno je grickalice zamjeniti narezanim svjezim
povréem, a salatama ili juhama dodati sjemenke. Umjesto konzumacije zasladenih voénih
napitaka, ispitaniku je savjetovana konzumacija cijelih vocki s obzirom da se velika koli¢ina
prehrambenih vlakana nalazi u kori voca, a od pi¢a preporucena je konzumacija vode (2-2,5
L) i zelenog te kombucha ¢aja uz dodatak meda i limuna.

Naime, u ovom istrazivanju cilje nije bio do gubitka kilograma doci restrikcijom
dnevnog unosa energije (kcal/dan), dopustena je umjerena konzumacija energetski bogatih, a
nutritivno siromasnih namirnica (npr. sladoled, puding, pekarski proizvodi), ali se u isto
vrijeme nastojalo upoznati ispitanika i sa nekim nesvakidasnjim namirnicama koje doprinose

normalnom funkcioniranju crijevne mikrobiote i imaju probioticki i/ili prebioticki uéinak
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(npr. tempeh, kombucha ¢aj, humus) kao i ukljuéiti u prehranu fermentirane proizvode za koje
je poznato da takoder imaju pozitivan ucinak na crijevnu mikrobiotu (kiseli kupus,
jogurt/kefir/kiselo mlijeko, suhe kobasice). Nadalje, pri odabiru makronutrijenata preporucen
je odabir proteina biljnog porijekla (npr. grah, le¢a), jednostruko 1 viSestruko zasi¢enih masnih
kiselina (npr. maslinovo ulje), polisaharida odnosno slozenih ugljikohidrata (npr. odabir kruha
sa cjelovitim zitaricama nad obi¢nim kruhom od bijelog brasna), a kao nepozeljni istaknuti su
proteini zivotinjskog porijekla, zasi¢ene i trans masne kiseline te dodani Seceri. Naglasena je i
vaznost kozumiranja raznolike prehrane, viSe manjih dnevnih obroka, umjereni unos alkohola
(ne viSe od dva pic¢a dnevno) kao i umjereni unos soli (manje od jedne zliice odnosno 6 g

dnevno).

3.2.5. Prikupljanje i analiza uzoraka stolice

Da bi se odredio utjecaj intervencije, odnosno suplementacije prehrambenim vlaknom
NUTRIOSE® FBO06 uz minimalnu izmjenu prehrane ispitanika na sastav i zastupljenost
mikroorganizama crijevne mikrobiote izuzimani su uzorci fecesa iz kojih je izolirana
mikrobna DNA te je sekvncioniran marker gen koji kodira za 16S rRNA kako bi se odredila
taksonomska zastupljenost svakog mikroorganizma.

Svaki uzorak fecesa je pohranjen u hladnjaku na -80°C do postupka izolacije DNA
koja je obavljena koriStenjem Maxwell 16 Tissue Purification Kit-a. Izoliranoj DNA je
odredena koncentracija te je poslana na sekvencioniranje. Za sekvencioniranje 16rRNA gena
koriStena je Illumina MiSeq platforma s tehologijom sparenih krajeva (eng. pair-end) koja
omogucava ocitavanje sekvevencija DNA duZine do 600 parova baza. U ovom radu su
koriStene regije V3 1 V4 16S rRNA gena za odredivanje taksonomske raznolikosti fekalne
mikrobiote. Dobiveni rezultati sekvencioniranja obradeni su QIIME platformom i prikazani su

u ovom radu.
3.2.5.1. Prikupljanje uzoraka stolice

Ispitaniku su dane 3 plasti¢ne, sterilne posudice u kojima je trebao prikupiti feces. Od
ispitanika su prikupljena 3 uzorka stolice, prvi uzorak prije same intervencije, drugi uzorak 2

tjedna od pocetka intervencije i tre¢i uzorak po zavrsetku intervencije, nakon ¢ega je uslijedila

automatizirana izolacija mikrobnog DNA i sekvencioniranje 16s RNA marker gena. Uzorak
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je nakon izuzimanja pohranjen na -20 °C te je zaleden dopremljen na PBF gdje je pohranjen

na -80 °do postupka izolacije DNA.

3.2.5.2. Automatizirana izolacija DNA i sekvencioniranje 16s RNA marker gena

Izolacija DNA iz pocetnih uzoraka fecesa provedena je na Maxwell uredaju prema
uputama proizvodaca. Za izolaciju DNA iz uzoraka fecesa koristen je Maxwell 16 Tissue
DNA Purification Kit. U jazicu za dodavanje uzoraka kazete Maxwell 16 Tissue DNA
Purification Kita-a dodano je 0,5 g fecesa. Postupak izolacije DNA se odvijao prema uputama
proizvodaca za kit. Na kraju procesa izolirana i prociS¢ena DNA suspendirana je u
eluacijskom puferu. U jednom radnom ciklusu mogucée je istovremeno obraditi 16 uzoraka.

Sekvencioniranje DNA izvr$eno je kao vanjska usluga u Molecular Research Lab, Teksas,
SAD. KoriStena je metoda sekvencioniranja sparenih krajeva (pair-end sequencing) na
Illumina MiSeq uredaju. Koristene su pocetnice 341F-806R za umnazanje V3 i V4 regija
gena koji kodira za 16S rRNA koriStenjem polimerazne lancane reakcije (PCR) u 30 ciklusa.
Nakon umnazanja fragmenta gena PCR produkti su provjereni na 2%-om agaroznom gelu te
su prociS¢eni koriStenjem kalibriranth Ampure XP kuglica. Procis¢eni PCR produkti su
koristeni za izradu DNA knjiZnica upotrebom Illumina TruSeq DNA library protokola te
zatim sekvencionirani Illumina MiSeq platformom. Dobiveni sirovi podaci su spojeni u
cjelovite sljedove, proc¢is¢eni i filtrirani na osnovu kvalitete sekvence i obradeni u

programskom paketu QIIME u sprezi s taksonomskom bazom SILVA.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Crijevna mikrobiota ima vaznu ulogu u razvitku pretilosti. Sastav crijevne mikrobiote,
osim $to se oko 90% razlikuje interindividualno, podloZzan je i vrlo rapidnim promjenama
unutar samog pojedinca (intradividualno), u razli¢itim tockama vremena i pod utjecajem
razlicitih intrinzi¢nih ili ekstrinzi¢nih ¢imbenika. U ovom radu pracen je odgovor prehrane
kao kljucnog ekstrinzi¢nog ¢imbenika na izmjenu sastava crijevne mikrobiote pretile osobe i
to na temelju tri uzorka fecesa tijekom 30 dana trajanja prehrambene intervencije.

U istrazivanju je sudjelovao jedan pretili ispitanik koji je zadovoljio selekcijske kriterije.
Proveden je op¢i upitnik, neposredno prije pocéetka istrazivanja, u svrhu probira, ali i kako bi
se prikupili podatci ispitanika o prehrambenim i zivotnim navikama, odnosno tipu prehrane i
ucestalosti konzumacije odredenih skupina namirnica, Zivotnim navikama i sl. Po utvrdivanju
prikladnosti ispitanika za ukljucivanje u istrazivanje, ispitanik je detaljno upucen u cijeli
protokol istrazivanja te je izrazio zainteresiranost za sudjelovanje i potpisao sve potrebne
pristanke. Na samom pocetku ispitanik je ispunio detaljni FFQ te je vodio 3-dnevni dnevnik
prehrane kako bi se dobio bolji uvid u njegovu prehranu te kako bi mu se mogli prirediti
ogledni primjeri jelovnika uz adekvatne korekcije njegovih. Prilikom pocetka intervencijskog
dijela istraZivanja ispitaniku je uzet uzorak fecesa te su mu izmjerene tjelesna masa i visina te
udio masnog i misi¢nog tkiva. Ispitaniku je osiguran dodatak prehrani s detaljnom uputom za
konzumaciju; uz to su mu dani primjeri jelovnika (Prilog 2) te su mu jo§ jednom dane detaljne
upute za vodenje dnevnika prehrane. Ispitaniku su uzorkovana jo§ dva uzorka fecesa i to 2
tjedna nakon pocetka intervencije, te po zavrSetku 30-odneve prehrambene intervencije.
Istovremeno, u dane uzorkovanja fecesa odredivana su i sva antropometrijska mjerenja.
Sljedeci korak bila je izolacija bakterijskog DNA te sekvencioniranje uzoraka Illumina MiSeq
metodom u MR DNA (USA).

Cilj ovog ispitivanja, stoga, bilo je adekvatnim promjenama prehrambenih navika i bez
uvodenja kalorijske restrikcije testirati hipotezu da suplementacija prebiotikom NUTRIOSE®
FB06 dovodi do gubitka tjelesne mase i ukupnog masnog tkiva tako da utjece na sastav i
zastupljenost crijevne mikrobiote. Sastav crijevne mikrobiote ispitivan je na taksonomskoj

razini koljena i roda.
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4.1. Rezultati upitnika o uc¢estalosti konzumacije hrane i pi¢a (FFQ)

Podaci dobiveni putem FFQ-a sugeriraju kako ispitanik glavninu svog ukupnog dnevnog
unosa prehrambenih vlakana ostvaruje kroz unos povréa, dok je odmah iza povréa sljedeci
glavni izvor prehrambenih vlakana u prehrani ispitanika voce. Ispitanik puno ¢es¢e konzumira
bijeli kruh i rizu kao i obi¢nu tjesteninu koji posjeduju puno nize udjele prehrambenih vlakana
od integralnih varijanti istih (npr. 100 g bijelog kruha sadrzi 3,9 g vlakana, dok 100 g
integralnog kruha sadrzi 7,8 g, odnosno duplo vec¢u koli¢inu).

Opc¢enito, kroz podatke dobivene FFQ-em moze se zakljuciti kako ispitanik preferira i
¢eS¢e konzumira namirnice animalnog nego namirnicama biljnog podrijetla. Takoder,
ispitanik konzumira kavu 4-5 puta dnevno, pivo i/ili vino 2-3 puta dnevno te Zestoka i
gazirana pica 3-4 puta tjedno. Rezultatima prikupljenim iz FFQ-a dobiveni su podaci koji su

nuzni za planiranje prehrane i sastavljanje jelovnika

4.2. Rezultati 3-dnevnog dnevnika prehrane

Ispitanik u svojoj uobicajenoj prehrani konzumira samo 2 obroka dnevno, $to je jasno
vidljivo iz tablice 2. Te redovito preskace doru¢ak odnosno zajutrak, umjesto kojeg
konzumira samo 2 Salice espresso kave bez dodanog mlijeka ili Secera. Prvi dnevni obrok mu
je poslijepodne, obi¢no oko 13 sati, a drugi oko 20 sati, oba od kojih su visokoenergetska $to
je tipi¢an primjer zapadnjackog nacina prehrane. Naime, ispitanik je 1 sam naglasio kako
redovito konzumira gotovu hranu, izvan vlastitog doma prvenstveno radi manjka vremena i
manjka organiziranosti (podaci dobiveni iz opéeg upitnika), $to se jasno vidi i iz njegovog 3-
dnevnog dnevnika prehrane. Ispitanikova prehrana je vrlo siromas$na voéem 1 povréem, i
opc¢enito namirnicama koje doprinose normalnom funkcioniranju crijevne mikrobiote
uklju€ujudi 1 prehrambena vlakna.

Nadalje, ispitanik se vrlo jasno izraZzavao prilikom opisa namirnica za vrijeme vodenja
dnevnika prehrane te je na temelju opisa bilo moguce dobiti informacije o nacinu pripreme
hrane (npr. pire/peceni krumpir), koli¢ini konzumirane hrane (npr. tanjur 1/ili g) 1 sl. Znakom
** je oznaCena ,,punjena palacinka®, odnosno nedovoljno jasno opisana namirnica iz drugoga
dana. Naime, tako generalnim opisom nije moguée ustvrditi niti to¢an nacin pripreme
namirnice (npr. punjena palacinka moZze biti i pohana i pecena) niti sadrzaj punjenja (npr.
slatko/slano). U konacnici, ovakav naizgled nebitan podatak stvara velike poteSkoce strucnoj

osobi prilikom obrade podataka u tablicama sa kemijskim sastavom hrane. No, kako se ovdje
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radilo o individualnom pristupu, neposrednim kontaktom s ispitanikom doslo se do potrebnih

informacija o detaljima konzumirane namirnice.

Tablica 2. 3-dnevni dnevnik prehrane

-

Kava (espresso), bez dodanog 7:00 h 2 salice (kratka kava)

5 GEIT mlijeka i Secera
(17uotf ;%z ) Pohana piletina 3 komada (300 g)
o “* Pire krumpir 13:00 h Y tanjura (150 g)
Bijeli kruh 2 kriske (60 Q)
Voda* 1L
Pizza sa Sunkom i sirom 20:00 h 1 velika pizza (500 g)
Krafna od marmelade 1 krafna (60 g)
Pivo 1L
5 dan Kava (espresso), bez dodanog 7:00 h 2 Salice (kratka kava)
' mlijeka i Secera
Srijeda Spageti Bolognese 13:30h 2 tanjura (400 g)
(18.01.2017.) Bijeli kruh 2 kriske (60 g)
Kebab (sendvic) 20:00 h 1 veliki sendvi¢ (300 g)
Punjena pala¢inka** 1 palacinka (200 Q)
3. dan Kava (espresso), bez dodanog 7:00 h 2 salice (kratka kava)
' mlijeka i Secera
Subota
RCZIEET  Cevapi u lepinji s kajmakom 13:00 1 velika porcija (200 g)
Pomfrit 1 velika porcija (150 g)
Pivo 1L
Zagrebacki odrezak 20:30 h 2 komada (200 g)
Peceni krumpir ' 1 velika porcija (150 g)
Crno vino 0,7L

*|spitanik je svakodnevno konzumirao 2-3 L vode
** Nedovoljno detaljno opisana namirnica
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Tablica 3. Pregled ukupnog dnevnog unosa energije, unosa makronutrijenata i ukupnog unosa
prehrambenih vlakana prema dnevniku prehrane kojeg je ispitanik vodio za 3 dana u tjednu (2

radna dana, i jedan dan vikenda)

Energija Proteini Ugljikohidrati Masti (%) | Prehrambena
(kcal) (%) (%) vlakna (g)
1. dan 3034,7 19,3 42,3 38,4 23,5
2. dan 2991,3 18,4 48,7 32,9 21,4
3.dan 2931,3 21,3 43,7 35,0 22,1
PROSJEK | 2985,6 19,6 449 35,4 22,3

Obradom podataka iz 3-dnevnog dnevnika prehrane dobiven je prosjek dnevnog energetskog
unosa od 2985,6 kcal, sa najve¢im dnevnim unosom ugljikohidrata od 44,9 %, zatim masti 35,4 % i
proteina 19,6 %. Prosjek dnevnog unosa prehrambenih vlakana iznosio je 22,3 g, $to je manje od
DRV.

4.3. Rezultati 24-satnog prisjecanja unosa hrane i pica

Za vrijeme trajanja tre¢eg dana 3-dnevnog dnevnika prehrane, sa ispitanikom je zbog
nemogucnosti intervjua uzivo, 24-satno prisje¢anje o unosu hrane i pi¢a konzumiranih
prethodnoga dana provedeno telefonskim putem i to prema metodi ,.three step “ u trajanju od
priblizno 20 min. Naime, dijeteticka metoda 24-satnog prisjecanja je vrlo koristan alat koji
sluzi kao kontrola vodenja dnevnika prehrane, s obzirom da prilikom vodenja dnevnika
prehrane moze do¢i do podcjenjivanje unosa energije i to u iznosu od oko 15% (Poslusna i
sur., 2009). Upravo uporaba ,.three step* metode moze doprinijeti smanjenju podcjenjivanja
unosa hrane na nacin da se tzv. visestrukim prijelazom nastoje ublaziti nastale pogreske.

Stoga, za vrijeme provedbe telefonskog intervjua od ispitanika je u prvom koraku
zatrazeno da brzo navede listu konzumirane hrane za ispitivani dan. U drugom koraku od
ispitanika je zatrazeno da konzumiranu hranu detaljnije opiSe (npr. dodavanje Secera i mlijeka
u kavu, rafinirana ili integralna riza, bijeli ili integralni kruh, dosoljavanje hrane itd.).
Naposlijetku, u tre¢em koraku koji sluzi za provjeru kako bi se ukljucila eventualno
preskoc¢ena epizoda hranjenja (npr. manji meduobroci u obliku vocke ili jogurta) od ispitanika

je zatrazeno da definira veli¢inu konzumirane porcije opisivanjem pomocu poznatog
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kuhinjskog posuda (npr. Zlica, zliica, ¢aSa, Salica, tanjur) odnosno da navede broj komada,
kriski, pakiranja i sl.

Rezultati 24-satnog prisjecanja su potvrdili visoku pouzdanost informacija dobivenih
putem 3-dnevnog dnevnika prehrane. Takoder, 24-satnim prisje¢anjem je bilo moguée utvrditi
detaljne informacije o prethodno nedovoljno detaljnoj namirnici iz drugog dana 3-dnevnog
dnevnika prehrane oznacenu sa ** (tablica 2). Naime, kroz navedeni ,three step* proces
ispitanik je elaborirao da je konzumirana namirnica pripravljana metodom pecenja, te punjena
svjezim slanim sirom, $to je vrlo bitan podatak pri obradi podataka u prehrambenim

tablicama.

4.4. Rezultati 30-dnevnog dnevnika prehrane

Ispitanik je vodio dnevnik prehrane tijekom svih 30 dana trajanja prehrambene
intervencije. 1z podataka dobivenih iz 30-dnevnog dnevnika prehrane uo¢eno je da je ispitanik
od svih 30 dana, samo 2 dana preskoc¢io konzumaciju preporuc¢enog prebiotickog suplementa
NUTRIOSE® FBO06 te je ispitanik kao uzrok tomu naveo probavne tegobe. U prosjeku kroz
svih 30 dana dnevni energetski unos je iznosio 2582,8 kcal te je omjer makronutrijenata
iznosio: proteini 18,3 %, ugljikohidrati 46,5 % i masti 34,2 % (tablica 4). Unos prehrambenih
vlakana kroz prehranu je znatno povecan tijekom trajanja intervencije, u odnosu na
ispitanikovu uobicajenu prehranu (na temelju podataka iz 3-dnevnog dnevnika prehrane) te je
zabiljezeno redovito (28/30 dana, dakle 93%) konzumiranje preporucenog prebiotickog
suplementa NUTRIOSE® FBO06.

Tablica 4. Prosjek ukupnog dnevnog unosa energije, makronutrijenata i prehrambenih vlakana

za 3 vremenska intervala u trajanju od 10 dana.

Prehrambena vlakna (g)
Eknerlglja F(';Ot@lm Li/g:]ljlkohldratl l\;astl Unos kroz Suplementacija
(keal) | (%) | (%) (%) | prehranu NUTRIOSE®
1.-10. dan 2623,5 21,1 40,8 36,7 |250 9649
11.-20. dan 2900,8 18,5 50,3 31,1 | 258 12 g
21.-30. dan 22242 15,2 48,5 34,7 26,1 12 g
PROSJEK 2582,8 18,3 46,5 34,2 256 11,29
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Takoder, ispitanik je pokazao dosljednost u redovitom konzumiranju vise dnevnih
obroka (5-6 obroka dnevno), §to je u svojoj uobicajenoj prehrani prije intervencije redovito
zanemarivo. Umjesto preskakanja jutarnjeg obroka, ispitanik je tijekom prehrambene
intervencije redovito konzumirao 2 manja obroka prije podne. Zajutrak (oko 7 sati) je
uglavnom uklju¢ivao konzumaciju oko ' Salice Zitarica sa suhim vofem i oraSastim
plodovima (Musli) i 400 g jogurta uz dodatak lanenih ili chia sjemenki, dok je za dorucak
redovito konzumirao po dvije voc¢ke (banana, jabuka, naranca ili kivi). Rucao je uglavnom
izmedu 13 i 15 sati svakoga dana te je redovito konzumirao 