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1. UVOD

Prekomjerna tjelesna masa se kroz povijest smatrala pokazateljem zdravlja i bogatstva,
ali se to pocelo mijenjati u 19. stolje¢u kad dolazi sve vise dokaza o njenom loSem utjecaju na
zdravlje (Eknoyan, 2006). Prekomjerna tjelesna masa je 1998. godine definirana mjerom
indeksa tjelesne mase (ITM) veceg od 25 kg m™2, a pretilost kao ITM vec¢i od 30 kg m™
(Komaroff, 2016). Pretilost se definira kao abnormalno nakupljanje masnog tkiva u mjeri da
predstavlja opasnost za zdravlje (WHO, 2020). U praksi procjena ITM i udjela masnog tkiva se
vr§i antropometrijskim metodama: mjerenjem tjelesne mase, tjelesne visine, opsega struka,
koznih nabora te omjerom struka i bokova (Purnell, 2018). Pretilost se povezuje s razvojem
bolesti kardiovaskularnog sustava, tumorima, razvojem dijabetesa melitusa tip 11 itd. te na njhov
razvoj velik u¢inak ima bijelo masno tkivo, posebno u podruc¢ju abdomena (Ellulu i sur., 2017;
Fruh, 2017). Uzroci pretilosti su kompleksni te oni ukljucuju utjecaj gena, rasu, spol, prehranu,
prehrambene poremecaje, utjecaj socijalnih ¢imbenika, ekonomskih ¢imbenika, uzimanje
lijekova i odredene bolesti (NHS, 2020; McCuen-Waurst i sur., 2018; Thaker, 2017; Hruby i Hu,
2015). U zadnje vrijeme razvoj pretilosti se povezuje i s crijevnom mikrobiotom. Neke studije
navode da pretili ispitanici imaju veéi udio koljena Firmicutes te smanjeni udio koljena

Bacteroidetes (Davis, 2016), dok druge studije to opovrgavaju (Wan i sur., 2020).

Crijevna mikrobiota ima razli¢ite uloge u organizmu domacina, a samo neke od njih su
jaCanje imunoloskog sustava, proizvodnja vitamina i proizvodnja kratkolan¢anih masnih
kiselina (Telle-Hansen i sur., 2018). Cimbenici koji utje¢u na crijevnu mikrobiotu su raznoliki,
a uovom radu su uzeti u obzir ITM i zivotni stil (konzumiranje alkohola, kave, pusenje i tjelesna
aktivnost). Sastav i funkcije crijevne mikrobiote se mogu odrediti izolacijom kultura,
taksonomskim profilom, funkcionalnih profilom i gnotobioti¢kim zivotinjskim modelima.
Odredivanje  taksonomskog profila podrazumjeva ciljano sekvencioniranje  i/ili
sekvencioniranje cijelog metagenoma (Koppel i Balskus, 2016), a za obradu podataka

sekvencioniranja se koriste bioinformaticki programi (Marizzoni i sur., 2020).

Cilj ovog rada je sekvencioniranjem 16S rRNA i obradom podataka u QIIME 2 programu
utvrditi postoje li razlike u crijevnoj mikrobioti izmedu pretilih i pothranjenih ispitanika te da

li na sastav i bogatstvo cijevne mikrobiote utjece zivotni Stil.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PRETILOST

NestasSica hrane tijekom povijesti ¢ovjeCanstva dovela je do toga da se prekomjerna
tjelesna masa smatrala pozeljnom te se ¢esto u pozitivnom svijetlu spominjala kroz umjetnost,
literaturu 1 biljeske lije¢nika. Utjecaj pretilosti na kvalitetu zivota poceo se primjeéivati u 18.
stoljecu, ali tek pri sredini 19. stoljeca se prepoznaje kao uzrok loSeg zdravlja, a u 20. stoljec¢u
pretilost se pocela povezivati s mortalitetom. Studije o pretilosti zapocele su 1960-ih godina te
se tad masno tkivo pocelo definirati kao organ s vlastitim hormonima, receptorima i genima, a

ne samo kao tkivo koje sluzi za pohranu energije (Eknoyan, 2006).

2.1.1. Klasifikacija, definicija i mjerenje pretilosti

U Zenevi je 1995. godine Komisija struénjaka za fizi¢ki status (Expert Committe on
Physical Status) Svjetske zdravstvene organizacije (World Health Organization - WHO)
objavila izvjeStaj Uporaba i interpretacija antropometrije (The Use and Interpretation of
Anthropometry) u kojem su prihvadene osnovne antropometrijske mjere tjelesne visine i
tjelesne mase. Preporuceno je da se one kombiniraju u dvije osnovne mjere za odrasle: Indeks
Tjelesne Mase (ITM; tjelesna masa/tjelesna visina?) ili Ponderal Indeks (tjelesna masa/tjelesna
visina®) te tri mjere za djecu: tjelesna masa za tjelesnu visinu, tjelesna visina za godine i tjelesna
masa za godine. Takoder je preporuceno da su tocke prijelaza za ITM 25, 30 i 40 zbog
povezanosti ITM i mortaliteta. Klinicke smjernice za identifikaciju, evaluaciju i tretman
prekomjerne tjelesne mase i pretilosti kod odraslih (Clinical Guidelines on the Identification,
Evaluation, and Treatment of Overweight and Obesity in Adults) Nacionalnog instituta za
zdravlje (National Institutes of Health - NIH) su 1998. godine definirale prekomjernu tjelesnu
masu kao ITM od 25 do 29,9 kg m™, a pretilost kao ITM ve¢i od 30 kg m™ (Komaroff, 2016).

Pretilost se s obzirom na ITM moze podijeliti u 3 stupnja: prvi stupanj pretilosti (ITM
od 30 do 34,9 kg m™), drugi stupanj pretilosti (ITM od 35 do 39,9 kg m™) i treci stupanj
pretilosti (ITM veéi od 40 kg m™) (Aronne, 2002). ITM je prikazan slikom 1.
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Slika 1. Prikaz ITM (The medical biochemistry page, 2020)

Svjetska zdravstvena organizacija (World Health Organization - WHO) je 2000. godine
definirala pretilost kao abnormalno nakupljanje masnog tkiva u mjeri da predstavlja opasnost
za zdravlje. WHO navodi Indeks Tjelesne Mase (ITM) (Body Mass Indeks - BMI) kao metodu
za odredivanje pretilosti. Indeks tjelesne mase racuna se na nain da se tjelesna masa u

kilogramima podijeli s kvadriranom tjelesnom visinom u metrima (WHO, 2020).

Postotak pretilih u Hrvatskoj iznosi 20,37 %, od ¢ega su 20,14 % muskarci, a 20,60 %
zene. U Europi postotak pretilih iznosi 20 %, dok u Sjedinjenim Americkim Drzavama iznosi
31 % (Musi¢ Milanovi¢, 2020).

Najto¢nije metode za mjerenje udjela masnog tkiva kao Sto su hidrodenzitometrija
(podvodno vaganije), denzitometrija (eng. dual-energy X-ray absorptiometry - DEXA ili DXA),
kompjuterizirana tomografija (CT) i magnetska rezonancija (MRI) nisu prakti¢ne za koriStenje
u svakodnevnoj klinickoj upotrebi. Procjena udjela masnog tkiva antropometrijskim mjerama
kao sto su ITM, opseg struka, omjer struka i bokova te mjerenje koznih nabora imaju
ograni¢enja u usporedbi s prije navedenim metodama, ali su prikladnije za upotrebu u praksi.
Masno tkivo se moze mjeriti indirektno i bioimpedancijom (BIA). Ova metoda se vise koristi
kod sportaSa zbog toga Sto na interpretaciju rezultata mogu utjecati uobicajena stanja koja prate
pretilost kao zatajenje srca i kroni¢ne bolesti bubrega (Ghesmaty Sangachin i sur., 2018;
Purnell, 2018).



Kvadriranjem visine u formuli za ITM smanjuje se utjecaj duzine nogu na rezultat te se
time normalizira preraspodjela tjelesne mase za svaku visinu odnosno smanjuje se utjecaj visine
na vezu izmedu tezine i visine. To je vazno jer je ve¢ina masnog tkiva u trupu. Problem s ITM
kao mjerom za pretilost je da ona ne razlikuje masnu masu i nemasnu masu odnosno osoba

moze imati visok ITM, ali nizak udio masnog tkiva i obrnuto (Nuttall, 2015).

Opseg struka je vazna mjera za odredivanje nakupljanja abdominalnog masnog tkiva.
Abdominalno masno tkivo je primarno visceralno, metaboli¢ki aktivno masno tkivo koje
okruzuje organe te se asocira s metabolickom neravnotezom 1 predstavlja rizik za razvoj

kardiovaskularnih bolesti i povezanih stanja (Hurby i Hu, 2015).

Muskarci s ve¢im rizikom za dijabetes i kardiovaskularne bolesti imaju opseg struka
vec¢i od 102 centimetara (cm), a Zene veci od 88 cm. Tako da se osoba s prekomjernom
tjelesnom masom i dominantno abdominalnim masnim tkivom smatra u ve¢em riziku iako po
standardima ITM nije pretila (Purnell, 2018).

Omijer struka i bokova nije prikladan za procjenu pretilosti zbog toga §to pretili pacijent
I pacijent normalne tjelesne mase mogu imati isti rezultat omjera te on prilikom gubitka na
tjelesnoj masi moZze ostati isti. Omjer struka 1 bokova se najcesc¢e koristi uz druge
antropometrijske metode te pri procjeni rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (de Koning i
sur., 2007).

Svjetska zdravstvena organizacija je definirala grani¢ne rezultate omjera struka i
bokova koji se povezuju s rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti, a to su 0,9 za muskarce
i 0,85 za Zene. Omjer struka i bokova se racuna tako da se podijeli opseg struka i opseg bokova

u centimetrima (WHO, 2008).

Procjena udjela masnog tkiva mjerenjem koznih nabora kaliperom najcesée se koristi
kod pojedinaca normalne tjelesne mase zbog prakti¢nosti i limita skale na kaliperu. Nabori koze
se mjere na bicepsu, tricepsu, subskapularno i suprailijacno te se te mjere dalje uvrStavaju u

jednadzbe koje su specifi¢ne za spol i dob (Kuriyan, 2018; Duren i sur., 2008).

2.1.2. Utjecaj pretilosti na zdravlje
Neke od bolesti koje se povezuju s pretilos¢éu su dijabetes melitus tip II,
kardiovaskularne bolesti, hipertenzija, razliite vrste tumora i astma (prikazano slikom 2).

Pretilost u djetinjstvu i adolescenciji dovodi do povecanog rizika za razvoj bolesti i prerane



smrti. Medutim smanjenje tjelesne mase od 5 % -10 % moze znatno smanjiti rizik za razvoj

bolesti (Fruh, 2017).

Prema raspodjeli masnog tkiva razlikuju se dva tipa debljine: abdominalna i ginoidna.
Kod abdominalnog ili androindnog tipa debljine dolazi do nakupljanja masnog tkiva u podrucju
trbuha, posebno visceralnog masnog tkiva. Dok je kod ginoidnog tipa karakteristi¢no

nakupljanje masnog tkiva oko bokova i natkoljenice (Peri¢ i sur., 2011).

Masno tkivo se dijeli na bijelo masno tkivo i smede masno tkivo. Bijelo masno tkivo
luc¢i proteine koji utjeCu na razvoj inzulinske rezistencije, ateroskleroze i kardiovaskularnih

bolesti (Cercato i Fonseca, 2019).

Smede masno tkivo u tijelu provodi termogenezu, odnosno proizvodi toplinu
oksidacijom masnih kiselina. Odrasli ga sadrze manje nego djeca. Smede masno tkivo dobiva

boju zbog toga Sto je bogato krvnim zilama i mitohondrijima (Coelho i sur., 2013).

Smede masno tkivo proizvodi toplinu preko proteina razdvajanja 1 (eng. uncoupling
protein 1 - UCPI) koji se nalazi u unutrasnjoj membrani mitohondrija. UCP1 odvaja
mitohondrijsku oksidativnu fosforilaciju od proizvodnje ATP-a i time gubi kemijsku energiju
kao toplinu. Najjednostavniji nac¢in da se povec¢a udio smedeg masnog tkiva je izlaganje niskim

temperaturama (Elattar i Satyanarayana, 2015).

Kod pretilih pojedinaca sadrzaj smedeg masnog tkiva je manji jer pri razvoju pretilosti
dolazi do njegove pretvorbe u stanice koje su slicne bijelom masnom tkivu (Kotzbeck 1 sur.,

2018).

Pri pretilosti bijelo masno tkivo postaje nefunkcionalno te se ne prosiruje kako treba da
bi u obliku lipida pohranilo viSak energije. Zbog toga dolazi do nakupljanja masti u drugim

tkivima Sto uzrokuje upalu i inzulinsku rezistenciju (Longo i sur., 2019).

Bijelo masno tkivo se dalje dijeli na potkozno i visceralno masno tkivo. Visceralno
masno tkivo se povezuje s inzulinskom rezistencijom i1 povefanim rizikom za razvoj

metabolickog sindroma dok se potkoZno povezuje sa zastitnim u¢inkom (Luong 1 sur., 2019).

Neki od adipokina koje lu¢i bijelo masno tkivo su adiponektin, leptin, rezistin, faktor
tumorske nekroze alfa (TNF-a), interleukin 6 (IL-6) i monocit kemoatraktni protein 1 (MCP-
1). Trecina cirkulirajuceg IL-6 je proizvedena u masnom tkivu. Nakon stimulacije s pretjeranom
koli¢inom nutrijenata dolazi do hipertrofije i hiperplazije stanica masnog tkiva (adipocita). S

povecanjem veli¢ine adipocita odnosno hiperplazijom adipocita dolazi do smanjenog dotoka

5



krvi u adipocite §to dovodi do hipoksije. Zbog toga makrofagi ulaze u masno tkivo §to dovodi
do stvaranja pro-upalnih medijatora. Makrofagi luce vlastite citokine i inhibiraju diferencijaciju
adipocita te zbog toga dolazi do njihove hipertrofije i promjena u sekreciji adipokina §to
rezultira pohranom masti u jetri, misi¢ima i ostalim tkivima (Ellulu i sur., 2017; Peri¢ i sur.,
2011).

Adiponektin je proteinski hormon koji smanjuje rizik za aterosklerozu, dijabetes melitus
tip Il i inzulinsku rezistenciju. Serumski adiponektin je znadajno smanjen kod pretilih
pojedinaca te visceralni adipociti proizvode vise adiponektina od potkoznih adipocita. Postoji
pretpostavka da su poveéane serumske razine pro-upalnih medijatora IL-6 i TNF-a odgovorne
za smanjenje sinteze i sekrecije adiponektina te zbog toga njegove smanjene zastitne funkcije
na kardiovaskularni sustav (Ellulu i sur., 2017).

Neki od faktora koji utjecu na razvoj kardiovaskularnih bolesti kod pretilih su inzulinska
rezistencija, hipertenzija, dislipidemija, hipertrofija sr¢anog misi¢a, poremecena ventrikularna
i dijastolicka funkcija i aritmije. Kod pretilih takoder dolazi do lu¢enja pro-upalnih citokina iz
jetre ili bijelog masnog tkiva te to moze utjecati na mehanizam inzulinske rezistencije, nastanak
plaka na arterijama, hipertrofiju miokarda te pogorSanje kardiovaskularnih bolesti (Apovian i
Gokce, 2012).

Kod pretilosti dolazi do povecanja razine leptina. Leptin utjeCe na proizvodnju
dusikovog oksida §to dovodi do zadrzavanja natrija, vazokonstrikcije te povecanja krvnog tlaka

(Cercato i Fonseca, 2019).

Pretilost povecava rizik za razvoj dijabetesa melitusa tipa Il zbog toga Sto bijelo masno
tkivo lu¢enjem adipokina, citokina i kemokina ometa inzulinom regulirane procese kao §to su

homeostaza glukoze i metabolizam lipida (Peri¢ i sur., 2011).

Pretilost poveéava rizik za razvoj raka 1,5 do 2,4 puta, pogotovo tumora
gastrointestinalnog sustava. Vrste raka koje se najéesc¢e povezuju s pretilos¢u su rak dojke kod
Zena u postmenopauzi, rak debelog crijeva, rak endometrija, rak jednjaka i rak bubrega. Leptin
stimulira proliferaciju stanica i rast tumora te je kod nekoliko vrsta raka uocena povecana
ekspresija receptora za leptin. Povecane razine leptina povecavaju rizik za razvoj raka debelog
crijeva i raka dojke. Zene u postmenopauzi sa irim opsegom struka najéesée imaju poveéanu
razinu leptina te ih to dodatno stavlja u veci rizik za razvoj raka dojke. Takoder povecano
lu¢enje TNF-a i IL-6 povecava rizik za razvoj raka debelog crijeva. Adiponektin ima ulogu u

metabolizmu glukoze, povecanju osjetljivosti na inzulin i oksidaciji masnih kiselina te bi on
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mogao prevenirati rast tumora povecanjem inzulinske osjetljivosti Sto dovodi do smanjenja

razine inzulina u krvi i faktora rasta sli¢nog inzulinu 1 (IGF-1) (Stone i sur., 2018).
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Slika 2. Utjecaj pretilosti na zdravlje (CDC, 2020)

2.1.3. Uzroci pretilosti

Uzroci pretilosti su kompleksni 1 jo§ uvijek ne u potpunosti razjaSnjeni. Smatra se da je
glavni razlog razvoja pretilosti disbalans energije izmedu unosa kalorija i njihove potrosnje, $to
stvara viSak energije odnosno pozitivnu energetsku ravnotezu te rezultira viSkom tjelesne mase.
Pretjeran unos energije djelomic¢no je rezultat socijalnih i ekonomskih promjena na razini koja
je izvan kontrole pojedinaca. Neke od njih su ekonomski rast, dostupnost i obilnost jeftine i
nutrijentima siromaSne hrane, industrijalizacija 1 urbanizacija. Faktori na koje ne mozemo
utjecati su geni, rasa i spol. Prehrambeno ponaSanje pojedinca je najceS¢e odgovor na vanjske
faktore 1 na njega se najviSe moze utjecati povecavanjem svijesti pojedinca i edukacijom (Hruby

i Hu, 2015).

Obiteljska povijest pretilosti je rizik za razvoj pretilosti u djetinjstvu. Ako je jedan

roditelj pretio rizik za razvoj pretilosti kod djece je 2,5 do 4 puta veci, a 10 puta veéi ako su oba



roditelja pretila u usporedbi ako dijete ima roditelje adekvatne tjelesne mase. Genetski faktori
utjeCu na postotak masnog tkiva, opseg struka, razinu tjelesne aktivnost i potro$nju energije.

Visoka razina tjelesne aktivnosti moze znacajno smanjiti utjecaj gena na ITM (Choquet i

Meyre, 2011).

Ako pretilost ima genetsku podlogu razlikuje se, ovisno o broju gena povezanih s
razvojem pretilosti, monogenski, sindromski i poligenski uzrokovanu pretilost. Monogenska je
uzrokovana mutacijom jednog gena te se primarno dogada u leptin-melanokortin putu.
Monogenska pretilost uglavnom utjece na regulaciju apetita. Mutacije se naj¢eS¢e dogadaju na
genima za leptin (LEP), receptoru leptina (LEPR), proopiomelanokortinu (POMC) i receptoru
melanokortin 4 (MC4R). Sindromska pretilost je pretilost koja se povezuje s odredenim
fenotipovima kao §to su malformacije organa i abnormalnosti razvoja ziv€anog sustava.
Karakterizira ju skoro 100 razli¢itih sindroma. Moze biti uzrokovana promjenom u jednom
genu ili kromosomskoj regiji koja obuhvaca vise gena. Najcesc¢i oblici sindromske pretilosti su
Bardet Biedl i Prader Willi sindrom. Poligenska pretilost je uzrokovana mutacijom vise gena
¢iji u¢inak moze biti povecan utjecajem okoliSa. Poligenska pretilost je ¢eS¢a od monogenske

pretilosti (Thaker, 2017).

Neke bolesti takoder mogu povecati rizik za razvoj pretilosti, kao na primjer hipotireoza

i Cushingov sindrom (NHS, 2020).

Hipotireozu karakterizira smanjena funkcija stitne zlijezde Sto znaci da dolazi do
smanjenog izluCivanja hormona Stitnjace (trijodtironin (T3) 1 tiroksin (T4)). Povezuje se sa
smanjenom termogenezom, nizim bazalnim metabolizmom i smanjenom bubreznom funkcijom
Sto vodi do zadrzavanja tekucine. Hormoni Stitnjae poticu glukoneogenezu, lipolizu i
lipogenezu te utjeCu na homeostazu energije u smedem masnom tkivu. Hipotireoza se Cesto
povezuje s pretilosti iako se dobitak na tjelesnoj masi uglavnom dogada zbog zadrzavanja
tekucine, a ne povecanja koli¢ine masnog tkiva. Uz sve navedeno vazno je napomenuti da je
hipotireoza ipak ¢esca kod pretilih pojedinaca (Rios-Prego i sur., 2019; Sanyal i Raychaudhuri,
2016).

Cushingov sindrom je poremecaj koji nastaje zbog dugotrajne izloZenosti visokim
koncentracijama glukokortikoida te to vodi do povecane koli¢ine visceralnog masnog tkiva,
pretilosti, dijabetesa melitusa tipa 11, hipertenzije i osteoporoze. U 82 % slucajeva dolazi do
povecanja na tjelesnoj masi, a od toga je pretilo 32-41 % pacijenata. Glukokortikoidi narusavaju

lu¢enje inzulina i osjetljivost na inzulin (Schernthaner-Reiter i sur., 2019).



Prehrambeni poremecaji koji se povezuju s pretiloS¢u su poremecéaj kompulzivnog
prejedanja i sindrom noénog jedenja. Pojedinci koji pate od kompulzivnog prejedanja imaju 3-
6 puta veci rizik za razvoj pretilosti dok je sindrom noénog jedenja 2,5 puta ¢es¢i kod pretilih
pojedinaca. Ovi poremecaji su povezani zbog toga Sto oba poremecaja potice stres, javljaju se
kod drugih psihickih poremecaja te 15-20 % pacijenata koji pate od sindroma noénog jedenja

pate i od poremecaja kompulzivnog prejedanja (McCuen-Waurst i sur., 2018).

Povecanje tjelesne mase moze biti uzrokovano lijekovima kao §to su lijekovi za
dijabetes, steroidni hormoni, kontraceptivi, antihistaminici, inhibitori proteaza i psihotropni
lijekovi (psihofarmaci) (Wright i Aronne, 2012).

Jedan od najvaznijih faktora koji pridonosi pretilosti je prehrana. Hrana visoke
energetske gustoce sadrzi vise od 225-275 kilokalorija (kcal) na 100 grama (g). To se uglavnom
odnosi na brzu hranu koja je siromaSna mikronutrijentima, a bogata dodanim Secerom,
procesiranim §krobom te zasi¢enim i trans masnim kiselinama. Na unos dodanog Secera i razvoj
pretilosti jako pridonose i gazirana pi¢a. Ona predstavljaju visok rizik za razvoj pretilosti kod
djece, pogotovo u obiteljima s niskim prihodom. Dok se konzumacija mahunarki, proizvoda od
cjelovitog zrna, voca, povréa i orasastih plodova povezuje sa smanjenim rizikom za razvoj
pretilosti i kroni¢nih nezaraznih bolesti. Najbolja opcija pri prevenciji razvoja pretilosti je
kombinacija adekvatne prehrane i tjelesne aktivnosti. Tjelesna aktivnost povecava gubitak
masne mase te odrzava nemasnu masu i time vodi do boljeg sastava tijela. Za prevenciju razvoja
pretilosti preporuca se 150-250 minuta tjelesne aktivnosti umjerenog intenziteta tjedno, a za
odrzavanje gubitka na tjelesnoj masi preporuca se vise od 250 minuta tjelesne aktivnosti
umjerenog intenziteta tjedno. Za gubitak na tjelesnoj masi preporuca se kombinacija aerobnih
vjezbi 1 vjezbi s utezima. Sjedilacki nacin Zivota i vrijeme provedeno ispred televizora
povecavaju rizik za razvoj pretilosti za 23 %. Posebno rizi¢na skupina su djeca i adolescenti

zbog toga §to se u tom razdoblju Zivota ustaljuju navike i ue ponasanja (Romieu i sur., 2017).

Pretilost se pocela povezivati i s crijevnom mikrobiotom. Pretili pojedinci imaju malu
raznolikost fekalnih bakterija te se to povezuje s dislipidemijom. Pretili pojedinci takoder u
crijevnoj mikrobioti imaju viSe bakterija koljena Firmicutes te do 90 % manje koljena
Bacteroidetes od pojedinaca adekvatne tjelesne mase. Konzumacija visokokalori¢ne hrane
povecava broj bakterija roda Firmicutes za 20 % te za toliko smanjuje broj roda Bacteroidetes.
Crijevna mikrobiota novorodencadi moze predvidjeti pretilost kasnije u zivotu. Djeca koja su

sa 7 godina zivota imala adekvatnu tjelesnu masu su kao novorodencad u razdoblju 6-12



mjeseci imala vecu zastupljenost soja Bifidobacterium, a nizu zastupljenost Staphylococcus

aureus od novorodencadi koja su sa 7 godina bila pretila (Davis, 2016).

Wan i sur. (2020) su promatrali razliku u sastavu crijevne mikrobiote izmedu
pothranjenih ispitanika (29), ispitanika normalne tjelesne mase (67) i pretilih ispitanika (67).
Dosli su do zakljucka da nema statisti¢ki znacajne razlike u sastavu crijevne mikrobiote izmedu
grupa na razini koljena, porodice i roda. Kad se rezultati grupa s pretilim i pothranjenim
ispitanicima usporede s rezultatima ispitanika normalne tjelesne mase uocena je razlika u alfa
raznolikosti, viSa je kod ispitanika normalne tjelesne mase. U svim grupama dominiraju koljena
Firmicutes i Bacteroidetes te nije bilo razlike u zastupljenosti izmedu grupa ni u omjeru

Firmicutes/Bacteroidetes.

Yun isur. (2017) su ispitivali odnos stupnja uhranjenosti, sastava crijevne mikrobiote i
bogatstva crijevne mikrobiote. Ispitanike su podijelili u tri grupe, ispitanike s normalnom
tjelesnom masom, ispitanike s prekomjernom tjelesnom masom i pretile ispitanike. Nema
razlike u omjeru Firmicutes/Bacteroidetes izmedu grupa. Kad se usporeduju rezultati ispitanika
normalne tjelesne mase i pretilih uo¢ava se razlika na razini porodice i vrste te pretili ispitanici
imaju manju filogenetsku raznolikosti od ispitanika normalne tjelesne mase i ispitanika s
prekomjernom tjelesnom masom. Raznolikost crijevne mikrobiote se smanjuje povecanjem
ITM.

Gao i sur. (2018) su promatrali razliku u crijevnoj mikrobioti pothranjenih ispitanika,
ispitanika normalne tjelesne mase, ispitanika s povecanom tjelesnom masom i pretilih
ispitanika. Primijetili su vecu alfa raznolikost kod pothranjenih ispitanika u usporedbi s
ispitanicima s ve¢im ITM, isto nije primije¢eno usporedbom rezultata pretilih ispitanika i
ispitanika normalne tjelesne mase. Analiza beta raznolikosti je pokazala da nema razlike
izmedu skupina. Taksonomskom analizom je uocCeno da pretili ispitanici imaju vecu
zastupljenost koljena Bacteroidetes, Fusobacteria i Proteobacteria u usporedbi s pothranjenim

ispitanicima. Zastupljenost koljena Firmicutes se ne razlikuje izmedu grupa.

Crijevna mikrobiota moZe utjecati na razvoj pretilosti preko viSe mehanizama. Jedan od
njih je proizvodnja kratkolananih masnih kiselina fermentacijom vlakana i proteina.
Kratkolanane masne kiseline utje¢u na tjelesnu masu, osjetljivost na inzulin te smanjuju upalne
procese. Takoder utjecu na sitost odnosno smanjuju apetit time $to poti€u otpustanje peptida
YY (PYY). Pretilost se povezuje s povecanim koncentracijama IL-6, TNF i C-reaktivnog

proteina, a crijevna mikrobiota smanjuje otpustanje pro-upalnih citokina (Aoun i sur., 2020).
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Vaznost kratkolanc¢anih masnih kiselina lezi i u drugim funkcijama. Propionska kiselina
je vazna za sintezu lipida i1 glukoze u jetri, octena kiselina se koristi kao supstrat za sintezu
kolesterola, a masla¢na kiselina je izvor energije za kolonocite. Pripadnici bakterijskih koljena
Firmicutes i Actinobacteria proizvode konjugiranu linolnu Kiselinu i time smanjuju rizik za
razvoj pretilosti. Konjugirana linolna kiselina povecava energetski metabolizam, potro$nju
energije i lipolizu. Smanjuje sintezu lipida, sintezu adipocita te poti¢e njihovu apoptozu

(Mazloom i sur., 2019).

2.2. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Brojnost mikroorganizama mijenja se kroz probavni sustav, kao §to se vidi na slici 3,
od male koncentracije u Zelucu (do 10* bakterija po gramu sadrzaja) i dvanaesniku (10°
bakterija po gramu sadrzaja) prema veé¢im koncentracijama u crijevima. Mali broj bakterija
prisutnih u Zelucu 1 proksimalnom dvanaesniku moze se pripisati uvjetima niskog pH, Zucnim
kiselinama i prisutnosti enzima guSterac¢e u kojima mali broj bakterija moze prezivjeti. Broj
bakterija po gramu sadrzaja u tankom crijevu iznosi od 10* do 107, dok taj broj u debelom
crijevu iznosi priblizno 10*? bakterija po gramu sadrzaja. Veéina mikroba u crijevima su
anaerobi te pripadaju koljenima Firmicutes, Bacteroidetes i Proteobacteria. Ostali mikrobi
prisutni u probavnom sustavu ljudi u malom postotku (~1 %) su Actinobacteria, Verrumicrobia,

Acidobacteria i Fusobacteria.

T Zeludac
pH1-3
10" 10°CFU/ml

Lactobacillus, Streptococcus,
Staphylococcus, Enterobacteriaceae

= DYan%esnik -
D ]10 -10°CFU/ml | Tanko

,. . ) T Lactobacillus, Streptococcus, crijevo
Q)

Staphylococcus, Enterobacteriaceae
pH 6-7

+ Jejunum i ileum
10%107CFU/ml
Bifidobacterium, Bacteroides,

Lactobacillus, Streptococcus,
Enterobacteriaceae

-Debelo crijevo
pH7

10'% 10" cFU/ml

Bacteroides, Eubacteruim,
Clostridium, Peptostreptocossus,
Streptococcus, Bifidobacterium,
Fusobacterium, Lactobacillus,
Enterobacteriaceae

Slika 3. Prikaz prisutnosti mikroorganizama kroz probavni sustav (Clarke i sur., 2019)
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Mikrobi iz crijeva se mogu izolirati na dva nacina, iz uzorka fecesa ili iz uzorka biopsije.
Uzorak fecesa sadrzava bakterije koje se nalaze u lumenu crijeva dok uzorak biopsije sadrzava
bakterije koje se nalaze u mukoznom sloju. Dokazana je velika razlika u sastavu i raznolikosti
bakterija iz uzorka fecesa i biopsije istog ispitanika. Uzorak mikroba iz lumena najcesce sadrzi
vrste kao Sto su Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus i Ruminococcus. Dok su najce$éi mikroorganizmi
prisutni u mukoznom sloju Clostridium, Lactobacillus i Enterococcus. Iz navedenog mozemo
vidjeti da je u lumenu prisutan vec¢i broj rodova te da broj 1 vrsta prisutnih mikroorganizama
ovise o smjestaju u probavnom sustavu. Mikroorganizmi koji se nalaze u mukoznom sloju
crijeva pokazuju malu raznolikost ovisno o lokaciji te su u kontaktu s epitelnim stanicama
domacina, §to ukazuje na ulogu u signalizaciji s domac¢inom, potencijalan utjecaj na ravnotezu

u crijevima 1 utjecaj na imunoloski sustav domacina (Dieterich 1 sur., 2018).

Koljena Firmicutes i Bacteroidetes predstavljaju najve¢i udio bakterija prisutnih u
crijevima, oko 90 %. Firmicutes se sastoji od vise od 200 razli¢itih rodova, najzastupljeniji su
Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus i Ruminicoccus. Najzastupljeniji rodovi
koljena Bacteroidetes su Bacteroides i Prevotella. Vazan rod iz koljena Actinobacteria je
Bifidobacterium, a iz koljena Proteobacteria vazni su rodovi Escherichia i Helicobacter
(Rinninella i sur., 2019a).

Uloga crijevne mikrobiote je zaStita od patogenih bakterija, jacanje imunoloskog
sustava, odrzavanje intestinalne barijere, razgradnja neprobavljivih komponenti hrane,
proizvodnja vitamina (vitamin K, vitamini B skupine) i proizvodnja kratkolan¢anih masnih

kiselina (acetat, propionat i butirat) (Telle-Hansen i sur., 2018).

2.2.1. Razvoj crijevne mikrobiote tijekom Zivota

Uspostavljanje mikrobiote novorodenceta pocinje i prije rodenja, mikroorganizmima
koji su pronadeni u posteljici, fetalnim membranama, plodnoj vodi i krvi koja se nalazi u
pupcanoj vrpci. Mehanizam bakterijske translokacije u intrauterinu Supljinu nije jo$ razjasnjen.
S obzirom na to da su iz posteljice i plodne vode izolirane bakterijske vrste koje se nalaze u
ustima (Firmicutes, Proteobacteria) i probavnom sustavu (Enterococcus, Streptococcus)
pretpostavlja se da je doslo do hematogene translokacije tih vrsta. Izolirani su i1 vaginalni

mikrobi te se to objasnjava na nacin da su se bakterije iz vaginalnog kanala uzdigle do
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intrauterine Supljine. Sekvenciranjem metagenoma posteljice pronadene su i Escherichia coli,

Prevotella tannerae i Bacteroidetes u niskim koncentracijama (Dunn i sur., 2017).

Na sastav i raznolikost mikrobiote novorodenceta utjece nacin poroda, vaginalno ili
carskim rezom. Vaginalni porod omoguéava vertikalan prijenos vaginalne mikroflore s majke
prolaskom djeteta kroz rodni kanal, dok porodaj carskim rezom omogucéuje horizontalni prijelaz
mikroorganizama s maj¢ine koze. Mora se uzeti u obzir i carski rez koji je druga opcija nakon
neuspjeSnog porodaja vaginalnim putem, te zbog toga novorodence moZze doc¢i u doticaj s
vaginalnom mikroflorom iako je na kraju rodeno carskim rezom. Novorodencad koja su rodena
vaginalnim putem imaju vec¢u raznolikost mikrobiote $to se smatra povoljnim jer se slaba
raznolikost povezuje s razvojem upalne bolesti crijeva 1 pretilosti kasnije u zivotu.
Lactobacillus, Prevotella i Sneathia spp. dominiraju kod novorodencadi rodene vaginalnim
putem, te nakon nekoliko mjeseci dolazi do povecanja broja bakterija rodova Bifidobacterium
i Bacteroides. Uz navedene mikroorganizme tijekom prvih 6 tjedana zivota novorodenceta
nadene su i vrste Atopobium, Streptococcus, Enterococcus i Enterobacteriaceae. Kod
novorodencadi rodene carskim rezom mikrobiota uklju¢uje rodove Staphylococcus, koji imaju
patogeni potencijal, Corynebacteria i Propionibacterium spp., s manjim udjelom rodova
Bifidobacteria i Bacteroides koje imaju blagotvorno djelovanje na zdravlje. Uspostavljanje
povoljnog sastava i raznolikosti mikrobiote tijekom djetetovog odrastanja ima blagotvorne
ucinke na zdravlje te utjece na razvoj bolesti i alergija. Kod novorodencadi mikrobiota ima tri
vazne funkcije koje su bitne za rast, razvoj i zdravlje, a to su zastitna funkcija, metabolicka
funkcija i trofi¢ka funkcija. Mikrobiota djeluje zastitno jer sprjeava proliferaciju patogenih
mikroba tako da tvori zastitnu barijeru, sprjecava vezanje patogenih mikroba i natjeCe se s njima
za hranu. Metabolicka funkcija ukljucuje probavu kolostruma, maj¢inog mlijeka, dojenacke
formule, razgradnju toksina i lijekova, sintezu vitamina i apsorpciju iona. Troficka funkcija
ukljucuje diferencijaciju epitelnih stanica koje oblazu crijevni lumen, homeostazu imunoloskog

sustava §to ukljucuje toleranciju na antigene iz hrane (Yang i sur., 2016; Fouhy i sur., 2012).

Prehrana dojencadi ima vaZnu ulogu u daljnjem razvoju crijevne mikrobiote. Dojencad
hranjena maj¢inim mlijekom sadrzi vi$e vrsta iz roda Actinobacteria, dok dojencad hranjena
dojenackom formulom sadrzi vise vrsta iz bakterijskog razreda y-Proteobacteria. Razlike u
sastavu crijevne mikrobiote izmedu dojenc¢adi hranjene formulom i maj¢inim mlijekom
rezultiraju razli¢itom transkripcijom gena. Crijevna mikrobiota dojenc¢adi hranjene majcinim
mlijekom je manje raznolika od dojencadi hranjene formulom, ali kod njih geni mikrobiote dva

puta vise utjecu na gene domacina povezanih s imunoloskim i metaboli¢kim funkcijama. Dvije
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vrste roda Bifidobacteria koje se nalaze kod dojencadi hranjene majCinim mlijekom su
Bifidobacterium longum i Bifidobacterium breve (O'Sullivan i sur., 2015). Navedeni ¢imbenici

su prikazani na slici 4.

in utero novorodence

Slika 4. Faktori koji utjeCu na razvoj crijevne mikrobiote in utero, kod novorodenceta i u

dojenackoj dobi (Moore i Townsend, 2019)

2.2.2. Cimbenici koji utje¢u na crijevnu mikrobiotu
Mnogo razli¢itih ¢imbenika utjeCe na sastav i bogatstvo crijevne mikrobiote. Nadalje ¢e

biti objasnjen utjecaj samo nekih od ¢imbenika.

2.2.2.1. Utjecaj prehrane

Konzumacija proteina iz zivotinjskih i biljnih izvora povecava raznolikost crijevne
mikrobiote. Konzumacijom proteina samo iz zivotinjskih izvora povecava se broj anaerobnih
bakterija koje su tolerantne na Zu¢ kao $to su Bacteroides, Alistipes i Bilophila. Konzumacijom
crvenog mesa povecava se koncentracija nekoliko vrsta mikroba koji se povezuju s pove¢anjem
razine trimetilamin-N-oksida (TMAO), spoja koji povecava rizik za razvoj kardiovaskularnih
bolesti. Prehrana bogata mastima povecava ukupni broj anaerobnih mikroorganizama i vrsta
roda Bacteroides. Prehrana siroma$na mastima povecava zastupljenost vrsta roda
Bifidobacterium, s§to utjeCe na smanjenje ukupnog kolesterola. Prehrana bogata zasi¢enim
mastima povecava udio Faecalibacterium prausnitzii, dok prehrana bogata mononezasi¢enim
masnim kiselinama ne utje¢e na broj i obilje niti jedne bakterijske vrste, ali smanjuje ukupni
broj bakterija te ukupni i LDL kolesterol. Ugljikohidrati se dijele na probavljive i neprobavljive

ugljikohidrate. Probavljivi ugljikohidrati se enzimski razgraduju u tankom crijevu te ukljucuju

14



skrob 1 Seéere, kao Sto su glukoza, fruktoza, saharoza i laktoza. Prehrana bogata glukozom,
fruktozom i saharozom iz datulja povecava broj vrsta roda Bifidobacteria, a smanjuje broj vrsta
roda Bacteroides. Neprobavljivi ugljikohidrati, koje jo$ nazivamo i vlaknima, su otporni na
enzime gornjeg probavnog sustava te nepromijenjeni dolaze do debelog crijeva gdje ih
fermentira crijevna mikrobiota. Prehrambena vlakna se mogu podijeliti na topljiva i netopljiva.
Topljiva vlakna su inulin, pektin, beta-glukan, fruktooligosaharidi (FOS) i galaktooligosaharidi
(GOS) te njih bakterije u debelom crijevu fermentiraju. Netopljiva vlakna bakterije u debelom
crijevu ne mogu fermentirati i ona ukljucuju celulozu, hemicelulozu, lignin i otporni Skrob.
Prehrana bogata proizvodima od cjelovitog zrna poveéava udio vrsta koljena Bifidobacterium i
Lactobacillus. Otporni Skrob i jeCam poveéavaju obilje Ruminococcus, E. rectale i Roseburia
vrsta. Prebiotici bogati fruktooligosaharidima (FOS) smanjuju broj Clostridium i Enterococcus
vrsta. Hrana bogata polifenolima poput voca, sjemenki, povréa, ¢aja, proizvoda od kakaa i vina
vazni su zbog svoje antioksidativne aktivnosti. Konzumacijom polifenola iz crvenog vina
dolazi do povecanja broja vrsta roda Bacteroides. Nakon konzumacije polifenola iz voca,
sjemenki, vina i ¢aja dolazi do smanjenja patogenih vrsta Clostridium (C. perfringens i C.
histolyticum). Umjetna sladila kao $to su saharin, sukraloza i aspartam utjeCu na raznolikost
crijevne mikrobiote te time uzrokuju intoleranciju glukoze vise nego Cista glukoza i saharoza

(Rinninella i sur., 2019b; Singh i sur., 2017).

Smanjena raznolikost crijevne mikrobiote se povezuje s bolestima probavnog sustava
kao §to su Crohnova bolest, sindrom iritabilnog crijeva i rakom debelog crijeva. Pretilost se
takoder povezuje sa smanjenjem raznolikosti crijevne mikrobiote odnosno s 20 % smanjenja

filogenetske raznolikosti (Mosca i sur., 2016).

Raznolikost crijevne mikrobiote se povecava s povec¢anjem kvalitete prehrane odnosno
ve¢im unosom proizvoda od cjelovitog Zita i povr¢a, posebno krstasica. Takoder konzumacija
mora biti svakodnevna jer kad se navedeni proizvodi konzumiraju rjede nemaju utjecaja na

raznolikost (Laitinen i Mokkala, 2019).

2.2.2.2. Utjecaj lijekova

Antibiotici mogu direktno i indirektno utjecati na crijevnu mikrobiotu. Direktni utjecaj
ukljucuje uniStavanje ili inhibiciju rasta osjetljivih bakterija, dok je indirektni utjecaj rezultat
narusene ravnoteze mikrobiote zbog ¢ega dolazi do negativnog ucinka na bakterije na koje

antibiotici nisu direktno utjecali. Razli¢iti antibiotici utjeu na razliite rodove. Tako
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vankomicin smanjuje mikrobnu raznolikost i ukupni broj gram-pozitivnih bakterija, najéesce
koljena Firmicutes, dok amoksicilin ne mijenja znac¢ajno ukupni broj bakterija niti njihovu
raznolikost. Primjenom kombinacije antibiotika mijenja se znacajno ukupni broj i sastav
crijevne mikrobiote. Antibiotici eliminiraju rodove koji su osjetljivi te time daju viSe prostora i
nutrijenata za rast rodova koja su otporni na antibiotike. UtjeCu i na metabolite crijevne

mikrobiote te komunikaciju izmedu mikrobiote i domacéina (Zhang i Chen, 2019).

Osim antibiotika i za druge klase lijekova, poput inhibitora protonske pumpe,
metformina, statina i laksativa je pokazan znac¢ajan utjecaj na mikrobiotu. Najces¢e dovode do
promjena u metabolizamu odnosno metabolickog potencijala mikrobiote i biosintezi koju
obavljaju bakterije pogotovo kod uzimanja inhibitora protonske pumpe i metformina.
Metformin se koristi kod dijabetesa melitusa tipa Il za kontrolu razine Secera u krvi i povezan
je s povecanjem broja E. coli u probavnom sustavu. Metformin utjeCe i na sastav crijevne
mikrobiote tako S§to povecava koncentraciju bakterija koje proizvode kratkolancane masne
kiseline te time utjee na druge bakterijske vrste. Inhibitori protonske pumpe zbog promjene
pH gastrointestinalnog sustava utjeCu na povecanje koncentracije bakterija koje su
karakteristi¢ne za usnu Supljinu u donjem dijelu probavnog sustava (Vich Vila i sur., 2020;
Zhernakova i sur., 2016).

Da bi se smanjio negativan utjecaj antibiotika na crijevnu mikrobiotu preporuca se
uzimanje probiotika i prebiotika, iako se ta preporuka u zadnje vrijeme dovodi u pitanje.
Komercijalno dostupni probiotici najéeS¢e sadrze bakterije poput Lactobacillus spp. i
Bifidobacterium spp., a prebiotici najéesce sadrze fruktooligosaharide (Dudek-Wicher i sur.,
2018).

Preporuka za uzimanje probiotika nakon koriStenja antibiotika se dovodi u pitanje zbog
toga $to je uoceno da probiotici mogu usporiti oporavak autohtone crijevne mikrobiote te tako
utjecati na njen sastav i funkciju. Disbioza moze trajati do 5 mjeseci nakon uzimanja probiotika

(Suez i sur., 2018).

Osim §to razli¢iti lijekovi razli¢ito djeluju na crijevnu mikrobiotu, ona moze djelovati
na apsorpciju i farmakoloske ucinke lijekova, ili djelovanjem direktno na enzimsku razgradnju

lijekova ili djelovanjem na metabolizam domacina (Sun i sur., 2019).
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2.2.2.3. Utjecaj pusenja, alkohola i kave na crijevnu mikrobiotu

Dim cigareta sadrzi preko 7000 spojeva koji dolaze do plué¢a u plinovitom stanju.
Pusenje utjece na razlicita tkiva i organe, a sve vise se promatra i u¢inak na crijevnu mikrobiotu.
Na zivotinjskim modelima je zapazeno da pusenje moze utjecati na crijevnu mikrobiotu preko
promjena u crijevnoj mukozi, mucinu i imunoloskom sustavu. Crijevna mikrobiota odrzava
ravnotezu mukozne barijere i imunoloskog sustava. PuSaci imaju visi udio bakterija koljena
Bacteroidetes te imaju nizi udio Firmicutes i Proteobacteria u usporedbi s nepusa¢ima te nizi
omjer Firmicutes/Bacteroidetes. Dok se sastav crijevne mikrobiote izmedu nepusaca i
prijasnjih puSaca bitno ne razlikuje. Prestanak puSenja rezultira povecanjem broja bakterija
koljena Firmicutes i Actinobacteria, a smanjenjem Bacteroidetes i Proteobacteria (Lee i sur.,
2018).

Sublette i sur. (2020) su promatrali utjecaj prestanka pusenja na crijevnu mikrobiotu i
rizik od kardiovaskularnih bolesti nakon 12 tjedana te su dosli do zakljucka da se kod ispitanika
koji su uspjeSno prestali pusiti povecao udio koljena Bacteroidetes, smanjio udio koljena
Firmicutes, a da se povecanje alfa raznolikosti medu ispitanicima koji su prestali pusSiti

povezuje sa smanjenjem faktora rizika za kardiovaskularne bolesti.
Za elektrine cigarete nije dokazan utjecaj na crijevnu mikrobiotu (Stewart i sur., 2018).

Pri  prekomjernoj konzumaciji alkohola dolazi do bakterijskog prerastanja,
malapsorpcije, poremecaja ravnoteze bakterija i njihovog metabolizma. Mehanizmi kojima
konzumacija alkohola utjeCe na crijevnu mikrobiotu nisu jo$ u potpunosti razjasnjeni, ali se
smatra da na to utjece smanjeni motilitet crijeva. Kod pojedinaca koji prekomjerno konzumiraju
alkohol pronadene su manje koncentracije bakterija koljena Bacteroidetes i roda Lactobacillus,
a vece koncentracije bakterija koljena Proteobacteria i Fusobacteria (Bjerkhaug i sur., 2019;
Meroni i sur., 2019).

Pri umjerenoj konzumaciji alkoholnih pi¢a bogatih polifenolima, kao na primjer crveno
vino, dolazi do povecanja koncentracije rodova kao S§to su Enterococcus, Prevotella,

Bacteroides i Bifidobacterium (Quesada-Molina i sur., 2019).

Umjerena konzumacija alkoholnog ili bezalkoholnog piva povecava obilje koljena
Bacteroidetes, a smanjuje zastupljenost koljena Firmicutes. Bezalkoholno pivo povecava alfa i
beta raznolikost crijevne mikrobiote dok kod piva koje sadrzi alkohol nije uocen isti u¢inak
(Hernandez-Quiroz i sur., 2019).
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Kava djeluje blagotvorno na zdravlje zbog toga §to sadrzi fenolne spojeve, vlakna,
minerale i1 kofein. Zbog spojeva koje sadrzi umjerena konzumacija kave smanjuje rizik za
razvoj metaboli¢kog sindroma, pretilosti, dijabetesa melitusa tipa Il i kardiovaskularnih bolesti.
Umjerena konzumacija kave utjeCe i na crijevnu mikrobiotu odnosno poveéava udio
Bifidobacterium roda i smanjuje roda Clostridium i vrste Escherichia coli. Kod pojedinaca koji
Cesto konzumiraju kavu pronadena je veca zastupljenost rodova Bacteroides, Prevotella i
Porphyromonas. Smatra se da kava utjece na crijevnu mikrobiotu tako §to povecava motilitet

crijeva (Gonzalez 1 sur., 2020).

Jacquet i sur. (2009) su promatrali unos tri Salice kave kroz tri tjedna na crijevnu
mikrobiotu kod 16 zdravih ispitanika te su dosli do zakljucka da se povecao samo broj

Bifidobacterium roda, a da nema utjecaja na dominantne vrste mikroba u crijevnoj mikrobioti.

Promatran je i utjecaj kombinirane konzumacije 200 mg (miligrama) kofeina na dan i
200 mg klorogenske kiseline kod ispitanika s nealkoholnom bolesti masne jetre i dijabetesom
melitusom tipa Il te je uoceno povecanje broja Bifidobacterium roda, ali se to povecanje nije

pokazalo statisticki znac¢ajnim (Mansour i sur., 2020).

2.2.2.4. Utjecaj tjelesne aktivnosti

Umyjerena do intenzivna tjelesna aktivnost poboljSava mikrobnu raznolikost, imunoloski
sustav 1 smanjuje rizik za kronicne bolesti. Svakodnevna tjelesna aktivnost poboljSava zdravlje
kardiovaskularnog sustava te je uoceno da ljudi sa zdravijim kardiovaskularnim sustavom imaju
vecu raznolikost crijevne mikrobiote i smanjenu biosintezu lipopolisaharida (LPS). Takoder
kod ljudi koji se svakodnevno bave umjerenom tjelesnom aktivno$¢u uocena je veéa koli¢ina
bakterija koje proizvode butirat kao $to su porodice Erysipelotrichaceae i Lachnospiraceae.
Vjezbe izdrzljivosti mogu pozitivno utjecati na permeabilnost gastrointestinalnog sustava i

motilitet (Sohail i sur., 2019).

Omijer Firmicutes/Bacteroidetes pozitivno Kkorelira s maksimalnim aerobnim
kapacitetom koji predstavlja maksimalnu koli¢inu kisika koje srce moze prenijeti miSi¢ima koji
se onda iskoriStava za proizvodnju energije. Pojedinci s niskim maksimalnim aerobnim
kapacitetom imaju smanjeni udio koljena Bacteroidetes, a vecu zastupljenost vrsta Eubacterium

rectale i Clostridium coccoides (Mobhr i sur., 2020).
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Kod zena koje su se bavile umjerenom tjelesnom aktivnoS¢u pronadene su vise
koncentracije vrsta Roseburia hominis, Akkermansia  muciniphila i Faecalibacterium
prausnitzii. VVrsta A. muciniphila se nalazi u vi§im koncentracijama kod sportasa te se njegova
niska koncentracija povezuje s pretilosti, metabolickim sindromom i dijabetesom tipa Il (Bressa
i sur., 2017).

Clarke isur. (2014) su uocili da je alfa raznolikost crijevne mikrobiote sportasa statisticki veca
od kontrolnih grupa (prva grupa ITM < 25 kg m™3, druga grupa ITM > 28 kg m™), dok se alfa
raznolikost izmedu kontrolnih grupa ne razlikuje. Taksonomskom analizom kod sportasa je
primijeceno 22 koljena, 68 porodica i 113 rodova. Kod kontrolne grupe s ITM <25 kg m™, 11
koljena, 33 porodice i 65 rodova, a kod kontrolne grupe s ITM > 28 kg m™2, 9 koljena, 33
porodice i 61 rod. Kod sportasa je uoceno znatno manje koljena Bacteroidetes nego kod
kontrolnih grupa.

Morkl i sur. (2017) su promatrali crijevnu mikrobiotu izmedu pothranjenih ispitanika (Anorexia
Nervosa), ispitanika normalne tjelesne mase, ispitanika s pove¢anom tjelesnom masom, pretilih
ispitanika 1 sportaSa. Pretili 1 pothranjeni ispitanici su imali smanjeno bogatstvo mikrobne

zajednice dok je ono najvece kod sportasa u usporedbi sa svim ostalim grupama.

2.2.3. Odredivanje sastava crijevne mikrobiote

Za odredivanje sastava crijevne mikrobiote prije razvoja molekularnih metoda Kkoristile
su se metode kojima su se izolirale Ciste stanicne kulture pomoc¢u kojih se onda moglo povezati
odredeni fenotip sa specificnim genima. Iako se koristi i danas nedostaci metode su
nemogucénost kultiviranja nekih bakterija 1 teSka uspostava u laboratorijskim uvjetima uvjeta
kakve nalazimo u crijevima - od dostupnosti razli¢itih nutrijenata do interakcije izmedu samih
bakterija te bakterija i domacina. Druge metode kojima se moZe odrediti sastav crijevne
mikrobiote i njezine funkcije su taksonomsko profiliranje, funkcionalno profiliranje i
gnotobiotic¢ki zivotinjski modeli, prikazano na slici 5. Taksonomski profil daje informacije o
identitetu i zastupljenosti razli¢itih mikroorganizama unutar kompleksnih mikrobnih zajednica.
Funkcionalni profil daje informaciju o ukupnom sadrZzaju gena mikrobnih zajednica
(metagenomika), genskih transkripata (transkriptomika), proteina (proteomika) i metabolita
(metabolomika). Gnotobioti¢ki modeli omogucuju utvrdivanje interakcija izmedu specificnih
mikroba 1 njihovih funkcija s fenotipom domacina. Taksonomsko profiliranje je najcesce

koriStena tehnika karakterizacije crijevne mikrobiote koja se sluzi varijabilnim regijama 16S
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rRNA gena kao filogenetickog markera. Problem ove metode je da ne daje informacije o
funkcionalnim sposobnostima mikrobne zajednice. Sekvencioiniranje cijelog metagenoma daje
ukupni sadrzaj gena mikrobnih zajednica ukljucujuéi taksonomske markere i funkcionalne
gene. Da bi se utvrdilo koji su geni eksprimirani i koji su proteini aktivni u zajednici
upotrebljavaju se i druge metode poput transkriptomike, proteomike i metabolomike. Multi-
omicki pristup nam daje uvid u transkribirane gene 1 male RNA molekule koje imaju ulogu u
regulaciji procesa mikrobne zajednice, otkrivanje ortologa proteinskih klastera koji su razli¢ito
eksprimirani pri neravnotezi mikrobiote 1 identifikaciju metabolickih potpisa pri bolestima
probavnog sustava. Gnotobioticki Zivotinjski modeli sluZe za razumijevanje utjecaja crijevnih

bakterija na fiziologiju domacina (Koppel i Balskus, 2016).
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Slika 5. Prikaz metoda za odredivanje sastava i funkcije crijevne mikrobiote, A) taksonomski

profil, B) funkcionalni profil, C) gnotobioticki zivotinjski model (Koppel i Balskus, 2016)

2.2.3.1. 16S rRNA marker gen

16S rRNA gen je gen koji kodira za 16S komponentu male podjedinice prokariotskog
ribosoma. Sastoji se od varijabilnih i konzerviranih regija §to omogucava sastavljanje
univerzalnih pocetnica za umnazanje Zeljenih regija gena koje sluze za identifikaciju i detekciju
bakterija. Ukupno gen ima 9 varijabilnih regija (V1-V9), a odabirom razli¢ite varijabilne regije

za 16S pocetnice dobiva se razli¢ita razlucivost taksonomske klasifikacije (Song i sur., 2018).

Sekvencioniranje 16S rRNA gena se najcesce koristi za identifikaciju bakterija zbog

njegove sveprisutnosti, konzerviranosti i dovoljne koli¢ine informacija za taksonomsku
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klasifikaciju. lako daje dobre rezultate klasifikacije bakterija raspoznavanje bakterija na razini
vrste je limitirano (Janda i Abbott, 2007).

2.2.3.2. Ciljano sekvenciranje i sekvencioniranje cijelog metagenoma

Metagenomska istrazivanja, u kojima se analizira okolisni uzorak bez koraka
kultivacije, se uglavnom sastoje od cetiri koraka: sakupljanja uzoraka mikrobnih zajednica,
ekstrakcije DNA, sekvencioniranja DNA 1 bioinformati¢ke analize podataka sekvencioniranja.
Preporuca se da se nakon uzimanja uzoraka odmah nastavi s daljnjim koracima, a ako to nije
moguce uzorke se treba do ekstrakcije DNA zamrznuti pomocu suhog leda ili tekuc¢eg dusika 1
pohraniti na -80 °C. Zamrzavanje moZe utjecati na sastav mikrobnih zajednica, neke studije

navode da dolazi do promjene omjera koljena Firmicutes/Bacteroidetes (Song i sur., 2018).

Prije razvoja novih tehnologija sekvencioniranja (Next generation sequencing - NGS)
16S rRNA geni bi se prvo umnozili pomoc¢u lancane reakcije polimere (PCR) te nakon toga
sekvencionirali Sanger-ovom metodom. Nakon toga razvijena je Roche 454 tehnologija
sekvenciranja DNA (454 pirosekvencioniranje) koja je ,,iSCitavala® DNA fragmente duzine 400
parova baza (pb). Smanjivanje duljine fragmenta DNA koji se moze ocitati dovodi do ciljanog
sekvenciranja samo odredenih varijabilnih regija 16S rRNA gena, §to dovodi do smanjene
rezolucije i osjetljivosti metode. Trenutno najzastupljenija metoda sekvencioniranja u
istrazivanjima koja usporeduju sastav crijevne mikrobiote kod odredene prehrane, uzimanja
pojedinih lijekova, dodataka prehrani ili zdravih pojedinaca i pojedinaca s bolestima je
[llumina. Tako ocitava kratke regije DNA molekule — 100 pb HiSeq do 300 pb MiSeq, $to je
dovoljno za is¢itavanje jedne do dvije varijabilne regije 16S rRNA gena, popularnost zahvaljuje

visokoj to¢nosti i pokrivenosti, te niskoj cijeni po jednoj bazi (Weinstock, 2012).

Sekvencioniranje cijelog genoma je metoda kojom se iS¢ita cjelokupni geneticki
materijal pojedinog organizma. Pri tom se DNA razdijeli na manje dijelove, sekvencionira i
poslozi kako bi se dobio cjeloviti genom. Skuplja je od analize amplikona, ali sadrzi vise

podataka i omogucava osim taksonomske i funkcionalnu analizu uzorka (Allaband i sur., 2019).

Kako bi podatke sekvencioniranja mogli pravilno rastumaciti potrebno ih je obraditi
raznim bioinformatickim alatima. Program koriSten u ovom radu je QIIME2. QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) je javno dostupan bioinformaticki program koji

podatke dobivene Illumina metodom ili drugim metodama sekvencioniranja pretvara u
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taksonomsku reprezentaciju mikrobne zajednice te raznim statistickim analizama i grafickim

prikazom rezultata daje osnovu za tumacenje i analizu mikrobiote (QIIME, 2020).

U usporedbi s ostalim bioinformatickim programima (Bioconductor, mothur i
UPARSE) procesiranje uzoraka traje krac¢e, nema razlike u rezultatima izmedu operativnih
sustava koji se koriste (Linux i Mac), ne trazi Siroko znanje programiranja, sintakse su
jednostavne, potrebna je konfiguracija pri instaliranju, daje veci broj ocitanja i identificira veéi

broj rodova bakterija (Marizzoni i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ISPITANICI

U ovom diplomskom radu kombinirani su podaci iz dvaju projekata Laboratorija za
bioinformatiku - Pracenje biodinamike mjesovitih kultura pomocu novorazvijene metode
uzimanja otiska prsta (BioDinaMik), financiranog od strane Europskog socijalnog fonda, i
IstraZivanje ravnoteze mikrobioma debelog crijeva (MicroEquilibrium), financiranog od strane

Hrvatske zaklade za znanost.

Regrutacija ispitanika za oba projekta je provedena putem drustvenih mreza i osobnih
poznanstava istrazivaca ukljucenih u projekt. Jedini kriterij za iskljuc¢ivanje ispitanika je bio
uzimanje antibiotika u protekla 3 mjeseca. Sudjelovali su ispitanici oba spola, s kroni¢nim
bolestima i rasponom dobi od 20 do 56 godina. Za izradu diplomskog rada koristen je dio
ispitanika oba projekta koji je zadovoljavao uvjet da im je indeks tjelesne mase veci od 27 kg
m~2 ili manji od 20 kg m™ kako bi provjerili da li veéa razlika u ITM ispitanika utjeCe na sastav
crijevne mikrobiote. Ukupno je 40 ispitanika zadovoljavalo navedene uvjete — 10 ispitanika iz
projekta BioDinaMik i 30 ispitanika iz projekta MicroEquilibrium. Unutar svake grupe
ispitanici su podijeljeni na pretile (ITM > 27 kg m™2) i pothranjene (ITM <20 kg m™). U grupi
MicroEquilibrium pretilih ispitanika je bilo 17, a u grupi BioDinaMik 8. Pothranjenih ispitanika
je u grupi MicroEquilibrium bilo 13, a u grupi BioDinaMik 2. Pretili ispitanici grupe
MicroEquilibrium su oznaceni s brojevima od 101 do 117, a pothranjeni ispitanici s brojevima
od 301 do 313. Pretili ispitanici grupe BioDinaMik su oznaceni s oznakama F1, F2, F3, F5,
F10, F11, F12, F13, a pothranjeni ispitanici su oznaceni s F6 i F9. Grupa MicroEquilibrium

sadrzi 13 zena i 17 muskaraca, dok grupa BioDinaMik sadrzi 5 Zena i 5 muskaraca.

3.2. METODE RADA

Metode koje su koriStene pri izradi rada su antropometrijske, dijetetiC¢ke i genomicke.

3.2.1. Dijeteticke metode
Ispitanici su ispunjavali upitnik o prehrambenih navikama, 24-satno prisjecanje i op¢i

upitnik o Zivotnim navikama. Obje grupe ispitanika su ispunjavale upitnike preko Google formi.
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Upitnik projekta BioDinaMik sastojao se od 53 pitanja te je sadrzavao pitanja vezana
uz opc¢e podatke (ID broj, spol, dob, bracni status, obrazovanje, visina, tezina, koriStenje
antibiotika itd.), zivotne navike (konzumiranje kave, alkohola, puSenje, tjelesna aktivnost itd.),
prehrambene navike (ucestalost konzumacije namirnica) i 24-satno prisje¢anje. Upitnik je

priloZen u prilogu 1. ovog rada.

Upitnik za sudjelovanje projekta MicroEquilibrium se sastojao od 26 pitanja te je
uklju¢ivao pitanja vezana za datum rodenja, spol, konzumaciju kave, alkohola, cigareta,
dodataka prehrani, prisutnost kroni¢nih bolesti, tjelesnu aktivnost, regularnost stolice,
osjetljivost na alergene, te dodatno pitanja za Zene vezana uz amenoreju i menopauzu. Takoder
ispitanici su u upitnicima sami unosili podatke o tjelesnoj visini i tjelesnoj masi kako bi se
podijelili u grupe prema ITM. Upitnik je priloZen u prilogu 2. Za izradu ovog rada uzeti su u
obzir samo podaci vezani uz zivotni stil pojedinca koriStenjem pitanja 0 konzumaciji alkohola,
kave, puSenju i tjelesnoj aktivnosti. Kod obrade podataka pitanja koja su kao odgovor imala
ucestalost konzumacije su pretvorena u da ili ne odgovore. Tjelesna aktivnost je definirana kao

minimalno 30 minuta umjerene tjelesne aktivnosti dnevno.

3.2.2. Antropometrijske metode

Za potrebu ovog rada uzeti su podaci mjerenja tjelesne mase i tjelesne visine iz kojih je
onda izracunat ITM. Tjelesna masa je u grupi MicroEquilibrium odredena s TANITA DC-
430MA, a u grupi BioDinaMik s OMRON BF-511, nema statisti¢ki znacajne razlike s obzirom
na to koji se uredaj koristio. Osim tjelesne mase prikupljeni su i drugi podaci, ali oni nisu

koriSteni pri izrada ovog rada. Tjelesna visina je odredena visinomjerom Seca 2017.

3.2.3. Genomicke metode
Crijevna mikrobiota je odredena iz uzoraka fecesa koji su nakon zaprimanja ¢uvani na
-80 °C. Za postupak izolacije DNA uzorci su otopljeni na sobnoj temperaturi i homogenizirani,

te je za sam postupak izolacije DNA uzeto 0,25 g uzorka.

Za izolaciju DNA koristen je QIAamp® PowerFecal® DNA kit koji se koristi za laku i
brzu izolaciju mikrobne DNA. Do raspada stanica mikroba dolazi zbog mehanicke razgradnje

kuglicama 1 zbog uniStenja membrane kemikalijama. Kit je koriSten sukladno uputama
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proizvodaca u kojima je u 20 koraka opisan postupak izolacije DNA nakon koje je dobiveno
50-100 pl ¢iste DNA u otopini eluacijskog pufera.

Koncentracija izolirane DNA za svaki uzorak je odredena na Shimadzu BioSpec Nano
spektrofotometru. Za slijepu probu je koristen ¢isti eluacijski pufer.

Sekvenciranje uzoraka DNA je odradeno na Illumina MiSeq uredaju u certificiranom
laboratoriju Molecular Reaserch Lab (Shallowater, Texas, USA), odradeno je pair-end
sekvenciranje V3 i V4 varijabilne regije 16S rRNA. Varijabilne regije su umnozene u 30 ciklusa
PCR-a (lan¢ana reakcija polimeraze) pomocu pocetnica F341 5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3' i R806 5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3. Provjera
uspjesnosti amplifikacije je provedena na 2 %-om agaroznom gelu te su nakon toga produkti
procis¢eni Ampure XP kuglicama 1 koriSteni za pripremu Illumina DNA knjiZnice. Dobivena
DNA knjiznica sekvencirana je [llumina MiSeq platformom koriStenjem protokola spojenih

krajeva (eng. Paired-end protocol) te je rezultat sekvenciranja prebaéen u FASTQ datoteku.

3.2.4. Obrada podataka sekvenciranja DNA QIIME 2 programom

Kao §to je ve¢ receno QIIME 2 je bioinformaticki program koji se koristi za analizu
sirovih podataka sekvenciranja, kako bi njime dobili informacije o sastavu mikrobnih zajednica
te obavili daljnje analize. Kako bi koristili programski paket QIIME 2 potrebno ga je instalirati.

Instalacija ovisi o koriStenom operativnom sistemu, a sve upute dostupne su na QIIME mreznoj

stranici (https://docs.qiime2.0rg/2020.6/install/#core-distribution). Skraéeni prikaz koraka

obrade podataka sekvencioniranja QIIME 2 programom je prikazan slikom 6.

Raw Demultiplexed | Denoise /

Sequences Demultiplex > Cluster
—~ - T A\ - 4
' 5 F_Ii
: g
~=-» JoinPairs ---' _ J o
‘\ Feature Table ‘ Respe‘:j::‘;f;ve
Differential | eyt gy
pocemon Taxonomy
S:::éxcs f Classification ARIOIRIY
e Barplots/ | e | y
Heatmaps | . &
Aligned
Taxonomy
L  Diversity L L )| Sequences
Analyses | S ————————— v

Phylogeny <-  Phylogeny

Slika 6. Prikaz sheme obrade podataka u QIIME 2 programu (QIIME 2, 2020)

25


https://docs.qiime2.org/2020.6/install/#core-distribution

Podaci sekvenciranja mogu biti u FASTA ili FASTQ formatu, FASTA format ne sadrzi
podatke o kvaliteti sekvenci dok FASTQ sadrzi. U ovom radu su obradena dva seta sirovih
podataka sekvenciranja u FASTQ formatu (ESF i ME). Postupak ¢e biti prikazan za samo jedan
set podataka jer je identican. ME set podataka sadrzi podatke iz MicroEquilibrium grupe
ispitanika (30), a ESF sadrzi podatke BioDinaMik grupe ispitanika (10). Dokumenti FASTQ
formatu je prvo potrebno ucitati u QIIME 2 da bi od njih nastao nativni qza (QIIME Zipped
Artifact) format naredbom:

giime tools import --type EMPPairedEndSequences —--input-path fastqg/

—--output-path ESF-paired-multiplexed.gza

Podaci dobiveni sekvenciranjem su obi¢no multipleksirani §to oznacava da se svi sekvencirani
uzorci nalaze u jednoj datoteci. Kako bi znali iz kojeg uzorka je svaka sekvenca na jedan ili oba
kraja DNA sekvence se stavljaju barkodovi uz pomo¢ kojih se sekvence mogu na kraju spojiti
1 spariti s podacima iz kojeg uzorka su dosle te se to naziva demultipleksiranjem. Ono se moze
obaviti g2-demux ili g2-cutadapt postupkom. U ovom radu je za demultipleksiranje

koriStena g2 -demux metoda pomocu slijedece naredbe:

giime demux emp-paired --m-barcodes-file 120616JZ341F-mapping2.txt -

-m-barcodes-column BarcodeSequence --i-seqgs ESF-paired-
multiplexed.gza —-—o-per-sample-sequences ESF-paired-
DEmultiplexed.gza --o-error-correction-details demux-details.gza --

p-no-golay-error—-correction.

Da bi provjerili uspjesnost postupka koristi se naredba kojom ¢e se dobiti sazetak dobivenog

dokumenta koji vizualno prikazuje broj sekvenci dobivenih po uzorku:

giime demux summarize --i-data ESF-paired-DEmultiplexed.gza --0-

visualization ESF-paired-DEmultiplexed.qgzv

Dokumenti sa sufiksom qzv (QIIME Zipped Visualization) su vizualizacije rezultata dobivenih
QIIME 2 programom te se mogu otvarati i preko QIIME 2 View-a. U slu¢aju da je koristeno
pair-end sekvenciranje potrebno je spojiti dobivena ocitanja (eng. reads). To se moze napraviti
automatski preko g2-dada2 dodatka, ali ako se koriste g2-deblur ili OTU declustering

metoda za spajanje se koristi g2-vsearch. Za denoising, odnosno procis¢avanje sekvenci od
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gresaka i Sumova, moze se koristiti DADA?2 ili Deblur metoda. DADA2 i Deblur obavljaju
dereplikaciju i filtriranje smetnji, ali DADA?2 obavlja jos$ i prije navedeno spajanje oCitanja i

ispravljanje pogresaka u sekvencama. Koristena je metoda DADA2 naredbom:

giime dada?2 denoise-paired --i-demultiplexed-seqs ESF-paired-
DEmultiplexed.gza --p-trim-left-f 17 --p-trim-left-r 6 --p-trunc-
len-f 290 --p-trunc-len-r 250 --o-table ESF-paired-DEmultiplexed-
TABLE.gza --o-representative-sequences ESF-paired-DEmultiplexed-

SEQS.gza --o-denoising-stats denoising-stats.qgza

Naredba --p-trim-left-f | ——p-trim-left-r oznafavaju koliko baza se reZe s
forward (17) i reverse (6) ocitanja svake sekvence, a ——-p-trunc-len-f i ——p-trunc-
len-r oznacuju na koliko se baza skracuju ocitanja (-f 290 i —r 250), —-1i oznacava input
odnosno s ¢im ulazimo u obradu, ——o oznacava output odnosno §to dobivamo nakon obrade, a
—--p oznacava parametre koji se provode. Zatim se unosi naredba kojom se dobiva tablicu sa

svojstvima (eng. feature table):

giime feature-table summarize --i-table ESF-paired-DEmultiplexed-

TABLE.gza —--o-visualization ESF-paired-DEmultiplexed-TABLE.qzv

Kako se u ovom diplomskom radu koriste samo ispitanici ¢iji je ITM vec¢i od 27 kg m™2 ili manji
od 20 kg m™ vazno je odvojiti uzorke koji ¢e se koristiti u daljnjim analizama. To se vrsi

upotrebom naredbe:

giime feature-table filter-samples --i-table ESF-paired-
DEmultiplexed-TABLE.qgza --m-metadata-file samples-to-keep.txt --o-
filtered-table ESF-filtered-table.qgza.

Pri tome popis uzoraka koje se zeli zadrzati definira se dokumentom samples-to-
keep.txt, aprogramu definira se parametrom --m-metadata-file nazivdokumenta.
Kao rezultat ove naredbe dobiva se nova tablica sa svojstvima (eng. feature table) koja sadrzava
samo one uzorke (ispitanike) koji zadovoljavaju nase uvjete. Kad je filtrirana tablica sa

svojstvima potrebno je filtrirati i sekvence naredbom:
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giime feature-table filter-segs --i-data ESF-paired-DEmultiplexed-
SEQS.gza --i-table ESF-filtered-table.gza --o-filtered-data ESF-

filtered-segs.qgza.

Na pocetku se spominje da su prisutna dva seta podataka - ME i ESF, za svaki od njih se dobila
tablica sa svojstvima i sekvence koje se za daljnje analize spajaju slijede¢im naredbama. Za

spajanje tablica sa svojstvima:

giime feature-table merge --i-tables ESF-filtered-table.gza --i-

tables miEQ-filtered-table.gza --o-merged-table table-ME+ESF.gza

Za spajanje sekvenci naredba je:

giime feature-table merge-seqgs --i-data ESF-filtered-seqgs.gza --i-

data miEQ-filtered-seqgs.gza —--o-merged-data rep-seqgs-ME+ESF.qza

Na kraju ovih koraka dobiju se dva dokumenta - tablica sa svojstvima (eng.
FeatureTable[Frequency]) i sekvence (eng. FeatureData[Sequence]) koje se koriste za daljnje
analize (odredivanje taksonomije, alfa raznolikost, beta raznolikost i statisticke analize).
Taksonomska klasifikacija se odvija na na¢in da se naSa sekvenca usporedi sa sekvencama iz
baze podataka kojima je odredena taksonomija. Za to se Koristi program g2-feature-
classifier koji sadrzi vise metoda klasifikacije, a to su classify-consensus-
blast i classify-consensus-vsearch. Navedene metode direktno koriste podatke
tablice sa svojstvima i sekvence koje zatim usporeduju s taksonomskom bazom. Jo$ jedna od
metoda je classify-sklearn, ali za nju je potrebno ,nauciti“ koje znacajke najbolje
razlikuju taksonomske grupe, specificna je za bazu podataka i marker gen. Zbog toga se
klasifikator mora trenirati za svaku kombinaciju baze i marker gena prije koristenja. Za

klasifikaciju 16S rRNA gena je classify-sklearn preferirana metoda, a poziva se naredbom:

giime feature-classifier classify-sklearn —--i-classifier classifier-
gg 13 8 99 341-806-2020.6.9za --i-reads rep-segs-ME+ESF.gza --o-

classification taxonomy-ESF-ME.gza

Kako bi vidjeli rezultate taksonomske klasifikacije potrebno ih je vizualizirati stupiastim

dijagramom koriStenjem naredbe:
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giime taxa barplot --i-table table-ME+ESF.qgza —--i-taxonomy taxonomy-—
ESF-ME.gza --m-metadata-file mapping me+tesf.txt --o-visualization

taxa-bar-plots-ESF+ME. gzv

Kako bi mogli analizirati metrike alfa i beta raznolikosti koji se baziraju na filogeniji potrebno

je izracunati filogenetsko drvo sekvenci uzoraka naredbom:

giime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree --i-sequences rep-seqgs-
ME+ESF.gza --o-alignment aligned-rep-segs.gza --o-masked-alignment
masked-alignment-rep-segs.gza —-—o-tree unrooted-tree.gza ==@=

rooted-tree rooted-tree.qgza

Alfa raznolikost daje procjenu o raznolikosti i bogatstvu pojedinog uzorka, dok beta raznolikost
daje mjeru o tome koliko su sli¢ni pojedini uzorci. Naredba za odredivanje metrika za alfa i

beta raznolikost:

giime diversity core-metrics-phylogenetic --i-phylogeny rooted-
tree.gza --i-table table-ME+ESF.gza --p-sampling-depth 12000 --m-

metadata-file mapping me+esf.txt --output-dir core-metrics-results

Analizom alfa raznolikosti dobiva se Shannon’s diversity indeks, Observed Features, Faith’s
Phylogenetic Diversity i Evenness. Analizom beta raznolikosti dobiva se Jaccard distance,
Bray-Curtis distance, unweighted UniFrac distance i weighted UniFrac distance. Za racunanje
alfa 1 beta raznolikosti potrebno je odrediti dubinu uzorkovanja (eng. sampling depth) za sto
koristimo DADAZ2 feature table summary naredbu. Dubina uzorkovanja odreduje broj o¢itanih
sekvenci (eng. reads) po uzorku koji se koriste u analizi alfa i beta raznolikosti. Tu je vazno
odabrati vrijednost koja je dovoljno visoka da broj uzoraka koji nisu uklju¢eni bude $to manji
jer se uzorci s vrijednoS¢u manjom od odabrane ne ukljucuju. Nakon toga se moZe unijeti

naredba za prikaz krivulja alfa raznolikosti:

giime diversity alpha-rarefaction --i-table table-ME+ESF.gza --i-
phylogeny rooted-tree.gza --p-max-depth 12000 --m-metadata-file

mapping met+esf.txt --o-visualization alpha-rarefaction-ME+ESF.qgzv

ANCOM analiza (analiza sastava mikrobioma) se koristi kako bi se odredila znacajnost svojstva

(eng. feature) koja su prisutna u razli¢itim kolicinama kroz grupe uzoraka. Kako bi obavili
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ANCOM analizu podaci se prvo moraju pripremiti tako da se izbace svojstva koja se pojavljuju
u manje od 5 uzoraka i manje od 10 puta, za to se koristi naredba:

giime feature-table filter-features --i-table table-ME+ESF.gza --p-
min-samples 5 —--p-min-frequency 10 --o-filtered-table

ancom/filtered-table-5sam-10fg-ESF-ME.gza

Treba se izdvojiti taksonomija na nivou roda koja ¢e se obraditi ANCOM analizom, naredbom:

giime taxa collapse --i-table filtered-table-5sam-10fg-ESF-ME.qgza -
-i-taxonomy ../taxonomy-ESF-ME.gza —--p-level 6 --o-collapsed-table
table 16.gza

Feature table se isto mora pripremiti da moze raditi s ANCOM analizom naredbom:

giime composition add-pseudocount --i-table table 1l6.gza --o-

composition-table comp-table-16.gza

Provedba same ANCOM analize za svaki faktor se ¢ini naredbom:

giime composition ancom --i-table comp-table-16.gza --m-metadata-
file ../mapping metesf.txt --m-metadata-column Kava --o-

visualization ancom-1l6-kava.qzv

Na kraju se moze izraCunati znacajnost razlika izmedu grupa za alfa raznolikost, naredbom:

gliime diversity alpha-group-significance --i-alpha-diversity
observed features vector.gza --m-metadata-file
. ./mapping metesf.txt --o-visualization

observed features group significance.qgzv
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Svrha ovog rada bila je povezivanje stupnja uhranjenosti sa sastavom crijevne
mikrobiote te povezivanje razliCitih zivotnih stilova s razlikama u crijevnoj mikrobioti
ispitanika. Pretilost i pothranjenost su faktori koji iznimno utjeu na zdravlje te njih u opéoj
populaciji se odreduje racunanjem ITM. Pretilost se smatra boles¢u 21. stoljeca te se povezuje
s razvojem Kkardiovaskularnih bolesti, dijabetesom tipa I, hipertenzije, razli¢itih vrsta tumora
itd. Uzroci pretilosti su viSestruki 1 kompleksni te se u zadnje vrijeme proucava veza izmedu
zastupljenosti odredenih vrsta mikroorganizama u crijevnoj mikrobioti s pretiloS¢u. Crijevna
mikrobiota ima vaznu ulogu u zdravlju 1 odrzavanju zdravlja ljudi, neke od njenih funkcija su
jaCanje imunosnog sustava, proizvodnja vitamina, zaStita od patogenih bakterija 1 proizvodnja
kratkolancanih masnih kiselina. Njen sastav i raznolikost se mijenjaju kroz Zivot, pri razli¢itim
prehrambenim obrascima, pri bolestima probavnog sustava, uzimanju lijekova, posebno
antibiotika, te pri razli¢itom stilu Zivota. Faktori koji su uklju¢eni u ovaj rad i koji mogu utjecati
na raznolikost, bogatstvo i sastav crijevne mikrobiote su konzumacija alkohola, kave, cigareta
i tjelesna aktivnost. Na uzorku od ukupno 40 ispitanika provjeravane su razlike u sastavu i
su prvo ispunjavali upitnik koji je sadrzavao pitanja o zivotnim i prehrambenim navikama.
Nakon toga su prikupljeni uzorci fecesa i zamrznuti na -80 °C. Iz uzoraka je izolirana DNA
QIAamp® PowerFecal® DNA kitom, izmjerena je koncentracija DNA Shimadzu BioSpec
Nano spektrofotometrom te je Cista DNA sekvencionirana Illumina MiSeq uredajem. Sirovi
podaci sekvencioniranja DNA su obradeni QIIME 2 programom nakon ¢ega su dobiveni
rezultati kao taksonomska zastupljenost bakterija u pojedinom uzorku, alfa i beta raznolikost te
ancom analiza kojom se odreduje znacajnost razliCite zastupljenosti bakterija izmedu grupa

(pusaci, konzumacija alkohola, kave, tjelesna aktivnost).

4.1. ISPITANICI

Od ukupno 40 ispitanika Zena je bilo 18 (45 %), a muskaraca 22 (55 %). Ispitanici su
izabrani iz dva provedena istrazivanja Laboratorija za bioinformatiku na osnovu ITM-a i to tako
da su koristeni podaci ispitanika ¢iji je ITM bio ve¢i od 27 kg m™ ili manji od 20 kg m™ kako
bi se naglasile razlike izmedu grupa. Pretilih ispitanika je bilo 25 (62,5 %), a pothranjenih 15
(37,5 %). Zivotni stil obuhvaéa pitanja o konzumaciji alkohola, konzumaciji kave, pusenju i

tjelesnoj aktivnosti te su odgovori ispitnika prikazani na slici 7. Tjelesnom aktivnosti se bavi
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26 ispitanika (65 %), a ne bavi 14 ispitanika (35 %). Medu ispitanicima su pusaci (16; 40 %),
nepusaci (21; 52,5 %) i bivsi pusaci (3; 7,5 %). Vecina ispitanika konzumira alkohol (35; 87,5
%), dok manji broj ispitanika ne konzumira alkohol (5; 12,5 %). Kavu konzumiraju 33
ispitanika (82,5 %), dok 7 ispitanika (17,5 %) ne konzumira kavu. Kad se promatraju posebno
pretili i pothranjeni ispitanici, skupine su prili¢no sli¢ne po spolu, udjelu ispitanika koji se bave
tjelesnom aktivnosti te onih koji konzumiraju alkohol i kavu. Razlika je jedino da manje
ispitanika u pothranjenoj skupini pusi. U skupini pretilih ispitanika 64 % se bavi tjelesnom
aktivnosti dok se 36 % ne bavi; 48 % ispitanika pusi, 44 % ne pusi dok su 8 % bivsi pusaci;
alkohol konzumira 84 % ispitanika, a 16 % ne konzumira alkohol; kavu konzumira 88 %
ispitanika dok 12 % ispitanika ne konzumira kavu. U skupini pothranjenih ispitanika tjelesnom
aktivnosti se bavi 67 % ispitanika, a 33 % se ne bavi tjelesnom aktivnosti; 27 % su pusaci, 67
% su nepusaci, a 6 % su bivsi pusaci; alkohol konzumira 93 % ispitanika dok ih 7 % ne

konzumira alkohol; kavu konzumiraju 73 % ispitanika, a 27 % ispitanika ne konzumira kavu.

Stupanj uhranjenosti Pusenje

\

pretiliispitanicd  w pothranjeni ispitanici DA = NE = BIVEI

Konzumacija alkohola Tjelesna aktivnost Konzumacija kave

N\ ~

DA = MNE

Slika 7. Graficki prikazi odgovora ukupnih ispitanika na upitnik o zivotnom stilu i

prehrambenim navikama
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4.2. TAKSONOMSKA ZASTUPLJENOST MIKROORGANIZAMA U UZORCIMA

Vizualni prikaz taksonomske zastupljenosti nam daje udio pojedine taksonomske
kategorije u uzorku. Taksonomske kategorije su prikazane slovima te oznacavaju domenu
(,,k*), koljeno (,,p*), razred (,,c*), red (,,0°), porodicu (,,f), rod (,,g*) 1 vrstu (,,s*). Slika 8
prikazuje vizualizaciju rezultata taksonomske zastupljenosti u QIIME 2 pregledniku. 1z slike je
vidljiva zastupljenost koljena Firmicutes u uzorcima, poredana od najmanje do najvece
zastupljenosti. Uzorci koji imaju najmanju zastupljenost koljena Firmicutes su F9 (27,2 %),
301 (29,4 %) 1 106 (30 %). Ispitanici pod Sifrom F9 i 301 pripadaju pothranjenoj skupini, dok
106 pripada pretiloj skupini. Uzorci koji imaju najvecu zastupljenost koljena Firmicutes su 109
(81,3 %), 113 (79,7%) i 308 (79 %). Ispitanici 109 i 113 pripadaju pretiloj skupini ispitanika,
dok 308 pripada pothranjenoj skupini. Na dijagramu jo§ iskace podatak za ispitanicu 106.
Spomenuta ima malu zastupljenost koljena Firmicutes dok ima najve¢i udio koljena
Proteobacteria (58 %). Ispitanica se ne bavi tjelesnom aktivnosti, konzumira alkohol, ne pusi i
ne konzumira kavu. Na slici se moze vidjeti i zastupljenost ostalih koljena od kojih je jo§ vazno
spomenuti zastupljenost koljena Bacteroidetes. Ispitanici F9 (60,8 %) i 301 (59,9 %) imaju

najvecu zastupljenost koljena, dok ispitanica 106 ima daleko najmanju zastupljenost od 0,3 %.
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k__ Bacteria;p_ Firmicutes
k__Bacterizjp_ Baciercidetes
k__Bacteriz;p_ Protecbacteria
k__ Bacteria;p__ Actinobacteria
k__Archaesip Euryarchasota
k__Bacteriz;p__ Vemucomicrobiza
k__ Bacteriz;p_ Tensricutes

k__Bacteria;p_ Cyanobacteria

k__Bacteriz;__
k__Bacteriz;p_ Fusobactens
k__ Bacteria;p_ TMT

k__Bacteriz;p_ Lentisphasrae

Slika 8. Stupcasti dijagram zastupljenosti koljena Firmicutes u uzorcima (Projekt
MicroEquilibrium: 101-117 pretili ispitanici, 301-313 pothranjeni ispitanici; Projekt
BioDinamik: F1, F2, F3, F5, F10, F11, F12, F13 pretili ispitanici, F6 i F9 pothranjeni ispitanici)

Wan i sur. (2020) nisu uo¢ili statisticki znacajne razlike u sastavu crijevne mikrobiote i
omjeru Firmicutes/Bacteroidetes kod pretilih, pothranjenih i ispitanika normalne tjelesne mase.
Yun i sur. (2017) su takoder dosli do zakljucka da nema statisticki znacajne razlike u omjeru
Firmicutes/Bacteroidetes izmedu grupa. Gao i sur. (2020) su medu grupama primijetili jednaku
zastupljenosti koljena Firmicutes, ali ve¢u zastupljenost koljena Bacteroidetes kod pretilih
ispitanika. Rezultati istrazivanja u ovom radu su u skladu s rezultatima Wan i sur. (2020) te
Yun i sur. (2017). Na slici 9 moze se vidjeti da je kod pretilih ispitanika veca razlika izmedu
udjela Firmicutes i Bacteroidetes nego kod pothranjenih ispitanika. Kako je i o¢ekivano pretili
ispitanici imaju viSe udjela koljena Firmicutes (56 %) u odnosu na Bacteroidetes (33 %) dok
pothranjeni ispitanici imaju veéi udio koljena Bacteroidetes (50 %) nego koljena Firmicutes
(40 %). Medutim primijecena razlika nije statisticki znacajna, $to je i potvrdeno ANCOM

analizom na nivou koljena, porodice i roda.
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Slika 9. Udio koljena Firmicutes i Bacteroidetes kod pretilih i pothranjenih ispitanika

4.3. ALFA RAZNOLIKOST

Alfa raznolikost daje procjenu o raznolikosti i bogatstvu pojedinog uzorka odnosno daje
nam procjenu broja vrsta u svakom uzorku. Na x-osi se nalazi dubina uzorkovanja (eng.
sequencing depth), a na y-osi broj opazenih OTU-a (eng. observed otus). Broj opazenih OTU-
a uzima u obzir samo prisutnost ili odsutnost odredenih taksonomskih jedinica, a ne uzima u

obzir koliko puta su se pojavile u uzorku. Dubina uzorkovanja odreduje broj ocitanih sekvenci

po uzorku.

Slika 10 prikazuje alfa raznolikost po uzorcima mjerenu observed_otus metrikom,
najvecu raznolikost imaju uzorci 309 (pothranjeni) i 117 (pretili), a najmanju raznolikost imaju
uzorci F11 i F13 koji pripadaju skupini pretilih ispitanika.

260

= @ 7
240 : = O e

2204

200+

180 4

180 -

140 4

120 4

OpaZeni OTU

=@
= @riz

T T T T T T T T T T T T 1
-1000 o 1000 2000 3000 4000 5000 6000 T000 8000 2000 10000 11000 12000 13000

Dubina uzorkovanja

Slika 10. Alfa raznolikost mjerena observed_otus metrikom, prikazana po uzorcima
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Wan i sur. (2020) su uocili da pretili i pothranjeni ispitanici imaju manju alfa raznolikost
od ispitanika normalne tjelesne mase. Yun i sur. (2017) potvrduju manju raznolikost crijevne
mikrobiote pretilih ispitanika. Dok su Gao i sur. (2018) zakljucili da pothranjeni ispitanici imaju
najvecu alfa raznolikost. U ovom radu nije uocena velika razlika u alfa raznolikosti izmedu
pothranjenih i pretilih ispitanika, sto je prikazano slikom 11, te je to potvrdeno i analizom
znacajnosti izmedu grupa (eng. alpha-group-significance). U obzir se mora uzeti da u radu nije
bila ukljucena grupa ispitanika normalne tjelesne mase pa se raznolikost drugih grupa nije
mogla usporediti s njom, za pothranjene ispitanike uzet je ITM manji od 20 kg m™, iako bi po
definiciji to trebali biti ispitanici s ITM manjim od 18,5 kg m™, a pretili ispitanici nisu
podijeljeni u ispitanike s prekomjernom tjelesnom masom i na stupnjeve pretilosti nego su

grupirani svi skupa.

= @ pothranjen
= O pres
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11000

8000 TO00 800
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Slika 11. Alfa raznolikost prikazana observed otus metrikom za grupe ispitanika podijeljene

prema ITM

Kod bivsih pusaca dolazi do povecanja alfa raznolikosti, povec¢anja udjela koljena
Bacteroidetes i smanjenja udjela koljena Fimicutes (Sublette i sur., 2020). Drugo istrazivanje
je imalo suprotne zakljucke, a to su da prestankom pusenja dolazi do poveéanja udjela koljena
Firmicutes, a smanjenja udjela koljena Bacteroidetes te da nema statisticki znacajne razlike u
alfa raznolikosti (Lee i sur., 2018). U ovom radu nakon analize znacajnosti alfa raznolikosti po
grupama nema statisti€ki znacajne razlike u alfa raznolikosti izmedu pusaca, nepusaca i bivsih

pusaca (prikazano slikom 13) sto je u skladu s istrazivanjem Lee i sur. (2018). Bivsi pusaci
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imaju najmanju alfa raznolikost $to se ne poklapa s rezultatima navedenih istrazivanja u kojima
je ona sli¢nija raznolikosti nepusaca (prikazano slikom 12). Takoder ANCOM analizom je
zakljuceno nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti pojedinih bakterija izmedu pusaca

i nepusaca $to nije u skladu s navedenim istrazivanjima.
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Slika 12. Alfa raznolikost prikazana observed_otus metrikom za grupe pusaca, nepusaca i

bivsih pusaca

Opazeni OTU
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DA (= 16)]
MNE (m=21)

Pusenje

Slika 13. Analiza znacajnosti alfa raznolikosti po grupi (pusaci, nepusaci i bivsi pusaci)

Umjerena konzumacija alkoholnih pi¢a koja su bogata polifenolima opcenito
blagotvorno utjeCe na zdravlje te povecava koncentraciju rodova kao $to su Bacteroides i
Bifidobacterium (Quesada-Molina i sur., 2019), dok pretjerana konzumacija alkohola dovodi

do poremecaja ravnoteze mikrobiote i smanjuje udio koljena Bacteroidetes i roda Lactobacillus

37



(Meroni i sur., 2019). Usporedbom utjecaja konzumacije bezalkoholnog i alkoholnog piva
uocena je razlika u alfa i beta raznolikosti $to govori da alkohol negativno utjece na raznolikost
crijevne mikrobiote. UocCeno je i da konzumiranje obje vrste piva poveéava udio koljena
Bacteroidetes te smanjuje udio koljena Firmicutes (Hernandez-Quiroz i sur., 2019). Upitnik
nije sadrzavao pitanja vezana uz vrstu konzumiranog alkohola, ali je na slici 14, koja prikazuje
graf alfa raznolikosti, vidljiva razlika u bogatstvu izmedu skupine koja konzumira i ne
konzumira alkohol. Ta razlika se nakon analize znaCajnosti alfa raznolikosti po grupama nije

pokazala statisticki znac¢ajnom te je to prikazano slikom 15.
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Slika 14. Alfa raznolikosti prikazana observed otus metrikom za grupe ispitanika Koji
konzumiraju i ne konzumiraju alkohol
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Slika 15. Analiza znacajnosti izmedu grupa ispitanika koji konzumiraju i ne konzumiraju
alkohol
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Svakodnevna konzumacija kave povecava udio Bifidobacterium roda (Gonzales i sur.,
2020; Mansour i sur., 2020; Jacquet i sur., 2009). Nakon provedene ANCOM analize
istrazivanje nije potvrdilo znacajne razlike u sastavu crijevne mikrobiote izmedu grupa
ispitanika. Alfa raznolikost kod ispitanika koji konzumiraju i onih koji ne konzumiraju kavu
prikazana je na slici 16. lako je iz grafa vidljivo da postoji razlika u bogatstvu izmedu grupa

analiza znacajnosti alfa raznolikosti po grupama pokazala je da razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

}

OpaZeni OTU
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= Qne

5000 Dubi;ﬂ;:uz‘orkl;‘:\f;lnja 8000 2000 10000 11000 12000
Slika 16. Alfa raznolikost prikazana observed_otus metrikom za grupe ispitanika ovisno o

konzumaciji kave

Clarke i sur. (2014) su zakljucili da sportasi imaju vecu alfa raznolikost, znatno manju
zastupljenost koljena Bacteroidetes te ve¢i broj koljena, porodica i rodova. Morkl i sur. (2017)
su takoder uocili da sportaSi imaju najvecu alfa raznolikost. Tjelesna aktivnost povecava
maksimalni acrobni kapacitet te se to povezuje s ve¢im udjelom koljena Bacteroidetes (Mohr i
sur., 2020). Bavljenje umjerenom tjelesnom aktivnosti povecava udio Roseburia hominis,
Akkermansia muciniphila i Faecalibacterium prausnitzii (Bressa i sur., 2017). Istrazivanje u
ovom radu nakon provedene ANCOM analize nije potvrdilo statisticki znacajne razlike u
sastavu crijevne mikrobiote ispitanika koji se bave tjelesnom aktivnosti i onih koji nisu tjelesno
aktivni. Slika 17 prikazuje razliku u bogatstvu crijevne mikrobiote kod ispitanika koji se bave
1 onih koji se ne bave tjelesnom aktivnosti, razlika izmedu skupina nije velika i1 analiza

znacajnosti alfa raznolikosti po grupama je to potvrdila.
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Slika 17. Alfa raznolikost prikazana observed otus metrikom za grupe ispitanika ovisno o
tjelesnoj aktivnosti

4.4. BETA RAZNOLIKOST

Beta raznolikost daje mjeru sli¢nosti izmedu uzoraka. Koristena je PCoA metoda (eng.
Principal Coordinates Analysis) za prikaz rezultata u Kkojoj su uzorci smjeSteni u
trodimenzinalni okvir te je udaljenost odredena UniFrac metrikom. Time su dobivene
weighted.unifrac.emperor i1 unweighted.unifrac.emperor datoteke. Unweighted (netezinski)
prikaz uzima u obzir samo prisutnost pojedine bakterije, dok weighted (tezinski) prikaz uzima
u obzir prisutnost i zastupljenost pojedine bakterije. Sto su tocke na grafu bliZe to su uzorci
ispitanika i velike raznolikosti u sastavu crijevne mikrobiote te slika 18 prikazuje graf beta
raznolikosti na temelju ITM 1 kao $to je reCeno nije vidljivo grupiranje skupine pretilih ni
pothranjenih. Prikazom beta raznolikosti s obzirom na pusenje, konzumiranje kave, alkohola 1
tjelesnu aktivnost takoder nije doSlo do grupiranja sliénih uzoraka. Provedena analiza
znacajnosti izmedu grupa nije pronasla statisticki znacajne razlike grupa definiranih Zivotnim

stilom.
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Slika 18. Prikaz beta raznolikosti s obzirom na ITM ispitanika
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja i rasprave, moze se zakljuciti sljedece:

1. Nakon usporedbe taksonomske zastupljenosti mikroorganizama izmedu pretile grupe
ispitanika i pothranjene grupe ispitanika provedbom ANCOM analize nisu uocene statisticki
znacajne razlike u sastavu crijevne mikrobiote, zastupljenosti koljena Bacteroidetes,
zastupljenosti koljena Firmicutes, zastupljenosti ostalih mikroorganizama crijevne mikrobiote
I omjera Firmicutes/Bacteroidetes s obzirom na ITM, konzumaciju kave, konzumaciju

alkohola, pusenje i tjelesnu aktivnost.

2. Provedbom analize alfa raznolikosti i statisticke provjere rezultata analizom znacajnosti
izmedu grupa nisu utvrdene razlike u raznolikosti 1 bogatstvu crijevne mikrobiote s obzirom na

ITM, konzumaciju kave, konzumaciju alkohola, pusenje i bavljenje tjelesnom aktivnosti.

3. Analizom beta raznolikosti, tezinskim i neteZinskim prikazom nije uo¢ena grupacija uzoraka
s obzirom na I'TM, konzumaciju kave, konzumaciju alkohola, puSenje 1 tjelesnu aktivnost. Isto

je potvrdeno i analizom znacajnosti izmedu grupa.

Potreban je veci broj ispitanika, kategorizacija po kroni¢nim bolestima, uklju¢ivanje u¢estalosti
u zivotne faktore kako bi se utvrdio utjecaj ITM i Zivotnog stila na sastav i bogatstvo crijevne

mikrobiote.
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[] Pelud
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48.  Sto ste juder jeli za doruéak? *



49, Stoste juder jeli za rucak? *

50. Stoste jucer jeli za veceru? *

51.  Stoste prekjucer jeli za dorucak? *

52 Sto ste prekjucer jeli za rucak?

53.  Sto ste prekjucer jeli prekjucer za vederu?




PRILOG 2. UPITNIK PROJEKTA MICROEQUILIBRIUM

MicroEquilibrium - kratki upitnik za sudjelovanje

* Required

1. Email address *

2. Ilmeiprezime:*

3. Datum rodenja: *
Example: January 7, 2019

4  Spok*
Mark only one oval.
) Muski

) Zenski

5. Visina (cm): *

6. Tielesna masa (kg): *

7. Bolujete li od neke kronicne bolesti? *
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[ ] Me bolujem od nikakvih kroniznih bolesti
[ ] Kardiovaskulama oboljenja
|:| Visoki krvni tlak
[ ] Dijsbetes (Secermna bolest) tip |
[ ] Dijsbetes (ecerna bolest) tip I
[ ] Hiperlipidemija
[ ] Hiperkalesterolemija
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Jeste li uzimali antibiotik u zadnja 3 mjeseca? *
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JHNE

e

Patite li od zatvora? *
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T IME
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Uzimate li TREMUTHO neke od ovih LIJEKOVA (terapija)? *
Check all that apply.

[ ] Analgetici

[ ] Antidepresivi

[ ] Hormanalna terapijs

[ ] Statini (kalestaral)

[] Antihipertenzivi (visoki krwni tiak)

[ ] Cralni hipoglikemizantni lijgkovi (dijabetes)

|:| Me uzimam nikakvu terapiju
Other: ]



14.

15

16

17.

18.

Uzirnate li TRENUTNO neki od ovih ODATAKA PREHRAMNI? *
Check all that apply.

|:| Vitaminsko — mineralni pripravei / biljni suplementi

[ ] Zamijenski obroci (npr. Nupeo, Herbalife, Spirutein i sl
[ | Energetske / proteinske plogice

|:| Proteinski dodatak prehrani

[] Me uzimam

Pugite li trenutno? *
Mark only one oval.
[ DA

 INE

Konzurnirate | alkoholna pica? *
Mark only one oval.

(oA

CONE

() Prigodno

Konzumirate |i kawu? *

Mark only one oval.
oA
=

Provadite li neki poseban reZim prehrane? *

Check all that apply.

[ Me provodim poseban rezim prehrane, konzumiram sve namirnice bez ogranicenja
[ ] Dij=betitka prehrana

[ ] Hrana =a smanjenim udjelom natrija

|:| Hrana sa smanjenim udjelom masnoca

|:| Vegetarijanstvo / veganstvo

[ ] Hrana bez glutena

Other: I:‘



19.  Ukoliko provodite poseban rezim prehrane on je:
Mark only one oval.

i

(" Propisan od strane lijeénika/dijetetitara
~ ) Moja osobna odluka bez utjecaja drugih oscba
() Other

20.  Jesteli u posljiednjih mjesec dana imali gubitak tjelesne mase vedi od 5 kg? *

Mark only one oval.

oA

o

' NE

21.  Jesteli renutng na dijeti £ ciljem smanjenja felesne mase? *

Mark only one oval.
DA

CUNE

22 Ako DA, navesti kakwu dijetu provodite:

23 Bavite i se redovitom tjelesnom aktivhosScu? =

Mark only one oval.

\ ) DA

'HE

Za iene:

24 Amenoreja:

Mark only one oval.
[ DA
{__INE

25 Menopauza

Mark only one oval.

# \

DA
T ME



[zjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

.. 1P
?cw%‘/m SAo/AG

Patricia Balorda



