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1. UVOD

Sa strogo nutricionistickog stajaliSta, mediteranska prehrana se odnosi na prehrambene navike
stanovnistva koje zivi u zemljama koje okruzuju Sredozemno more. Mediteranska prehrana,
definirana tijekom polovice 20. stoljeca, karakterizirana je visokom konzumacijom hrane biljnog
podrijetla, umjerenom konzumacijom ribe, mesa, mlije¢nih proizvoda i crnog vina uz obrok, te
malom konzumacijom dodanih Secéera i visoko preradene hrane (Willett i sur., 1995). Medutim,
pod pojmom mediteranske prehrane danas se obuhvaca i socijalno-kulturoloski aspekt koji
podrazumijeva druzenje uz obrok, njegovanje kulinarskih znanja i vjeStina te druge bitne
sastavnice poput adekvatnog odmora, tjelesne aktivnosti te sezonskog karaktera prehrane (Serra-
Majem i sur., 2020). Mediteranska prehrana takoder ima potencijal pozitivnog djelovanja na
okoli§ u smislu koristenja tla, energetskih potreba, potrosnje vode i emisije staklenickih plinova
(Elliot, 2019). Uz sve navedeno, mediteranska prehrana pokazuje i pozitivan u¢inak na zdravlje.
Veca uskladenost s mediteranskom prehranom povezuje se s manjom incidencijom te manjom
ucCestalosti smrti od srcano-zilnih bolesti i razlic¢itih vrsta karcinoma. Takoder, pokazuje
zaStitnicki uc¢inak na kognitivne funkcije, posebice kod Alzheimerove bolesti te demencije (Dinu
i sur., 2018).

U danaSnje vrijeme, sve viSe istraZivanja povezuje zdravlje, ali i razvoj bolesti s crijevhom
mikrobiotom. Brojni klini¢ki poremecaji povezani su S promjenama u sastavu mikrobnih
zajednica povezanih s domac¢inom, ukljucujuéi pretilost, pothranjenost 1 razne upalne bolesti
koze, usta i probavnog sustava. Stoga se ljudsko tijelo moze promatrati kao ekosustav, a ljudsko
zdravlje kao proizvod usluga ekosustava koje djelomi¢no pruZza mikrobiota (Costello i sur.,
2012). Mikrobiota crijeva je promjenjivi ekosustav, sadrzi trilijune bakterija koje oblikuju mnogi
¢imbenici kao $to su prehrambene navike, sezonalnost, nacin Zivota, stres, upotreba antibiotika
ili prisustvo bolesti (Rinninella i sur., 2019).

Postojeca istrazivanja pokazuju da usvajanje pretezito biljne prehrane te visoko pridrzavanje
mediteranskom nacinu prehrane ima povoljan ucinak na mikrobiotu domacina, pomaze u
smanjenju upale, poboljsanju osjetljivosti na inzulin i promicanju optimalne energetske
ravnoteze, $to bi dodatno moglo dovesti do suzbijanja kroni¢nih bolesti koje su povezane s

upalom niskog stupnja (Beam i sur., 2021).



Cilj ovoga rada bio je sekvenciranjem 16S rRNA i obradom podataka u QIIME 2 programu
utvrditi povezanost izmedu uskladenosti prehrane ispitanika s mediteranskom prehranom te
sastava crijevne mikrobiote kod ispitanika oba spola razli¢itih dobnih skupina. Osim
uskladenosti prehrane s mediteranskom, u obzir su uzeti i drugi parametri koji utje¢u na sastav

mikrobiote poput Zivotnog stila, tjelesne aktivnosti, uzimanja probiotika te dodataka prehrani.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKROBIOTA

Mikrobiota se definira kao zajednica mikroorganizama koja ukljucuje viruse, bakterije, arheje te
neke jednostanicne eukariote koji nastanjuju odredeno podrucje. Kada govorimo o ljudskoj
mikrobioti, podrazumijevamo zajednicu svih ovih mikroorganizama koja nastanjuje povrsinu i
unutrasnjost ljudskog organizma (D’Argenio i Salvatore, 2015). Nalazimo ih na kozi, u
probavnom sustavu, sluznici o¢iju te u slini. Bakterije su najbrojnija vrsta mikroorganizama koji
¢ine mikrobiotu, premasujuci broj virusa i arheja za 2 — 3 puta (Qin i sur., 2010). Otprilike 2 — 3
% tjelesne mase ¢ovjeka Cine sve bakterije koje nastanjuju ljudski organizam, a broj bakterijskih
stanica gotovo je jednak broju ljudskih stanica i procjenjuje se na 3,8 * 10*2 (Sender i sur., 2016).
Mikrobiom se odnosi na ukupnost gena mikrobne populacije koja sa¢injava mikrobiotu
odredenog staniSta. Ljudski mikrobiom sastoji se od gotovo 5 milijuna gena, §to nas ini
,,superorganizmima“ jer uvelike ovisimo o genima mikrobne populacije koja nastanjuje nas
organizam (Walsh i sur., 2014; Qin i sur., 2010). Mikrobiota se dobiva rodenjem, a ona uvelike
ovisi o nac¢inu porodaja. Postporodajni sastav ljudske mikrobiote igra vaznu ulogu u zdravlju
dojencadi pruzajuci otpornost na razli¢ite patogene, ¢ime potice stvaranje zdravog imunosnog
sustava (Costello i sur., 2012). lako se sastav mikrobiote razlikuje kod svakog pojedinca,
istrazivanja su pokazala da pojedinci koji su u krvnom srodstvu Cesto imaju slian sastav
mikrobiote. Zajednicki zivot, uz druge okolisne faktore poput konzumacije iste vrste hrane
smatraju se glavnim silama koje oblikuju humani mikrobiom (Gacesa i sur., 2022; Goodrich i
sur., 2014).

2.1.1. Sastav mikrobiote u probavnom sustavu ljudi

Sastav mikrobiote u probavnom sustavu ljudi pod utjecajem je razli¢itih faktora. Kao sto je ranije
spomenuto, prvi doticaj s mikrobnim svijetom dogada se za vrijeme porodaja (Costello 1 sur.,
2012). Medutim, smatra se kako mikrobna kolonizacija crijeva zapocinje veé in utero
mikrobiotom placente i amnionske tekucine. Tijekom porodaja te kroz prvih nekoliko godina
zivota, dolazi do stabilizacije sastava crijevne mikrobiote. Djeca rodena prirodnim putem imaju
sastav crijevne mikrobiote koji dominira vrstama Lactobacillus i Prevotella, dok djeca rodena
carskim rezom imaju sastav crijevne mikrobiote koji poti¢e od mikrobiote koze dobivene pri
rodenju. Sastav njihove crijevne mikrobiote dominira bakterijskim vrstama rodova

Streptococcus, Corynebacterium te Propionibacterium. Ovaj primarni sastav mikrobiote razvija



.....

onome u odrasloj zivotnoj dobi (Hasan i Yang, 2019; Collado i sur., 2016). U prvoj godini zZivota
sastav mikrobiote takoder ovisi o vrsti prehrane. Dojenc¢ad hranjena majé¢inim mlijekom razvija
stabilniju mikrobiotu koja dovodi do bolje razvijenog imunosnog sustava, za razliku od djece
hranjene dojenackim formulama (Boudry i sur., 2021). Tijekom Zivota, mikrobiota probavnog
sustava nastavlja se razvijati i mijenjati pod razli¢itim utjecajima. lako sastav crijevne
mikrobiote varira kod pojedinaca, sugerirano je da se mikrobiota veéine pojedinaca moze
kategorizirati u jednu od tri vrste enterotipa na temelju dominantnih rodova. Tako pojedinci kod
kojih prevladavaju bakterije roda Bacteroides pripadaju enterotipu 1, enterotipu 2 pripadaju
pojedinci kod kojih prevladavaju bakterije roda Prevotella, a oni kod kojih dominiraju bakterije
roda Ruminococcus pripadaju skupini enterotip 3 (slika 1) (Arumugam i sur., 2011). Medutim,
iako ideja enterotipa uvelike olaksava definiranje i klasificiranje pojedinih mikrobiota, trenutno
prevladavajuée misljenje je da je mikrobiota kontinuiran i fluidan skup mikrobnih populacija te

da definiranje diskretnih enterotipova nije moguce (Koren i sur., 2013).
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Slika 1. Razliciti enterotipovi u ljudskoj mikrobioti i njihove filogenetske razlike (prema

Arumugam i sur., 2011)



2.1.2. Utjecaj prehrane na sastav mikrobiote

Prehrana je jedan od kljuénih modulatora sastava crijevne mikrobiote, a sastav ovisi o0 makro- i
mikronutrijentima, koli¢ini vlakana u prehrani te adekvatnoj hidraciji. Prehrambene navike
mogu snazno utjecati na sastav crijevne mikrobiote pa tako zapadnjacka prehrana, bogata
preradenom hranom 1 aditivima, moze smanjiti raznolikost crijevne mikrobiote §to dovodi do
dishioze, promjene barijere i propusnosti crijevne sluznice te abnormalne aktivacije imunoloskih
stanica, a rezultat je povecana incidencija kroni¢nih bolesti (Rinninella i sur., 2019).
Istrazivanja su pokazala da promjenom prehrane iz prvenstveno zapadnjacke, bogate proteinima
zivotinjskog podrijetla, u ve¢inom biljnu prehranu, dolazi do promjene sastava mikrobiote u 24
sata. Takoder, pojedinci koji se hrane uglavnom hranom bogatom mastima imaju veci udio
bakterija roda Bacteriodetes, dok oni ¢ija se prehrana bazira na ugljikohidratima imaju vise
bakterija roda Prevotella (Clemente i sur., 2012).

Osobe koje se hrane pretezito hranom biljnog podrijetla, vegetarijanci i vegani, imaju veci udio
bakterija roda Prevotella. Takoder, imaju poveéan udio bakterija roda Ruminococcus. Razlicite
vrste ovog roda specijalizirane su za razgradnju slozenih ugljikohidrata, kao $to su celuloza i
Skrob, koje nalazimo u biljnoj hrani. Mikrobnom razgradnjom prehrambenih vlakana nastaje
butirat, koji ima protuupalno djelovanje. Biljna prehrana bogata je prehrambenim vlaknima,
polifenolima i drugim mikronutrijentima koji mogu imati pozitivan utjecaj na povecanje broja
korisnih bakterija kao sto su Bifidobacterium i Lactobacillus (Rinninella i sur., 2019; Tomova i
sur., 2019).

Suprotno od biljne prehrane, zapadnjacka prehrana Cesto se bazira na veCem unosu proteina
zivotinjskog podrijetla, bogata je zasicenim mastima i industrijski preradenom hranom. Ovakva
prehrana Cesto se povezuje s razvojem niza kroni¢nih bolesti. Takoder, ovakva prehrana
povezuje se s razvojem crijevne disbioze koja moZe potaknuti lokaliziranu upalnu reakciju i
uzrokovati povecanje crijevne propusnosti. Prehrana bogata mastima povecava proliferaciju
odredenih Gram — negativnih bakterija poput Enterobacteriaceae koje mogu negativno djelovati
na zdravlje crijeva (Bibbo i sur., 2016).



2.1.3. Utjecaj zivotnog stila na sastav mikrobiote

Kao sto je vec receno, prehrana igra najvazniju ulogu u modulaciji sastava mikrobiote, medutim
novija istrazivanja ukazuju na vezu izmedu crijevne mikrobiote i ¢esto zaboravljenih ¢imbenika
zivotnog stila poput stresa, tjelesne aktivnosti, konzumacije raznih lijekova, mjesta stanovanja
te koriStenja cigareta. Stres je vazan faktor koji utjeCe na zdravlje, promicuci pozitivan ili
negativan odgovor organizma. Kratkotrajno izlaganje stresu, fizickom ili psihickom, moze
pozitivno djelovati na imunosni sustav aktiviraju¢i ga, medutim, kronian stres dovodi do
imunosupresivnosti, negativnog utjecaja ha mentalno zdravlje te zdravlje probavnog sustava.
Takoder, sve se vise istrazuje medusobna povezanost crijeva i mozga (eng. gut-brain axis) te na
koje sve nadine ova povezanost utjeCe na cjelokupno zdravlje. Promjene u sastavu crijevne
mikrobiote mogu utjecati na mozdanu aktivnost preko hormonalnih i ziv¢anih puteva, pa tako
neka istrazivanja ukazuju na to da sastav crijevne mikrobiote moze djelovati na raspoloZenje $to
je povezano 1 s odgovorom na stres. Stanja emocionalnog stresa, kao $to su anksioznost i
depresija, obiljezja su poremecaja raspolozenja koji su takoder povezani s promjenama u
crijevnoj mikrobioti zdravih odraslih osoba poput smanjene koli¢ine potencijalno Kkorisne
bakterije Lactobacillus te prisutnosti tegoba probavnog sustava. Stres se takoder povezuje i s
razvojem sindroma iritabilnog crijeva. Tjelesna aktivnost vazna je za odrzavanje zdravlja
sréano-zilnog sustava, misica, zglobova, adekvatne tjelesne mase te promovira cjelokupno
zdravlje. Osobe koje su tjelesno aktivne imaju vecu raznolikost bakterija u probavnom sustavu
za razliku od osoba koje zive sjedilackim nacinom zivota. Osim povecane raznolikosti,
istrazivanja pokazuju da prakticiranje umjerene tjelesne aktivnosti moze modulirati bakterijske
funkcije poveéavajuci proizvodnju korisnih metabolita, primjerice butirata, koji sudjeluju u
regulaciji kolesterola 1 glukoze. Unos lijekova, zajedno s prehranom, jedan je od najvaznijih
¢imbenika koji sudjeluju u promjenama sastava crijevne mikrobiote. Najveca razlika u
smanjenju raznolikosti u sastavu crijevne mikrobiote ocituje se nakon unosa antibiotika.
Odredeni lijekovi poput antihistaminika, statina i mukolitika takoder negativno utjec¢u na sastav
i raznolikost crijevne mikrobiote. Mjesto stanovanja je takoder povezano sa sastavom Crijevne
mikrobiote, a ovisi faktorima poput nacina prehrane u odredenim zemljama svijeta te
zagadenosti zraka 1 vode. Povezanost pusenja sa sastavom crijevne mikrobiote jos uvijek nije
dobro razjasnjena. Neka istraZzivanja ne pokazuju vezu izmedu prestanka koristenja cigareta i
sastava mikrobiote dok druga istraZzivanja pokazuju pozitivnu korelaciju - prestanak puSenja

tijekom 8 tjedana moze modificirati crijevnu mikrobiotu zdravih odraslih osoba, povecavajuci



ukupnu raznolikost bakterija. Takoder, nakon intervencije doslo je do porasta koli¢ine bakterija
koljena Firmicutes i Actinobacteria te smanjenja koli¢ine bakterija koljena Proteobacteria i
Bacteroidetes (Redondo-Useros i sur., 2020; Conlon i Bird, 2015). Slika 2 prikazuje komponente

zivotnog stila koje negativno utjecu na sastav mikrobiote kod zdrave odrasle populacije.
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Slika 2. Cimbenici Zivotnog stila koji negativno utje¢u na zdravlje promicuéi disbiozu crijevne

mikrobiote (prema Redondo-Useros i sur., 2020)

2.1.4. Utjecaj mikrobiote na zdravlje ljudi

Razlic¢ite mikrobne vrste koje nastanjuju ljudski probavni sustav igraju temeljnu ulogu u
dobrobiti domacina. Mikrobiota sudjeluje u izvlacenju i skladistenju energije, probavi makro- i
mikronutrijenata, fermentaciji neprobavljivih ugljikohidrata te stupa u interakcije s imunosnim
sustavom dajuci signale za poticanje sazrijevanja stanica koje sudjeluju u imunolo$kom
odgovoru. Upravo iz ovih razloga, mikrobiota igra veliku ulogu u promicanju zdravlja, ali i u
razvoju razlicitih bolesti. Pojava bolesti ne povezuje se s prekomjernim razmnozavanjem jedne
bakterijske vrste, ve¢ s ukupnom disbiozom ili neravnotezom mikrobiote. Disbioza se moze
definirati kao smanjenje mikrobne raznolikosti te kombinacija gubitka korisnih bakterija, kao

bakterija koje proizvode butirat, i poveéanja bakterija koje mogu biti patogene u odredenim



uvjetima (Humphreys, 2020). Bolesti povezane s mikrobnom disbiozom ukljucuju pretilost,
autoimune i alergijske bolesti, upalnu bolest crijeva (IBD) te dijabetes (Clemente i sur., 2012).
Kod pretilih osoba zamije¢eno je povecanje u broju bakterija koljena Firmicutes, te
proporcionalno smanjenje broja bakterija koljena Bacteroidetes $to povecava kapacitet za
pohranu energije. Odredena istrazivanja povezuju pretilost sa specificnim bakterijama, kao sto
su obitelj Christensenellaceae i rodovi Methanobacteriales, Lactobacillus, Bifidobacterium i
Akkermansia. Nedavno je utvrdeno da je obitelj Christensenellaceae povezana s gubitkom
tezine, a njezina relativna brojnost bila je obrnuto povezana s indeksom tjelesne mase domacina.
Novija istrazivanja pokazuju i pozitivan utjecaj suplementacije bakterijom Akkermansia
muciniphila koja poboljsava metabolicke parametre u pretilih subjekata (Bing-Nan i sur., 2021;
Depommier i sur., 2020).

Pojedinci koji imaju genetsku predispoziciju za razvitak dijabetesa takoder pokazuju razlicit
sastav mikrobiote u usporedbi sa zdravim pojedincima, sa smanjenom raznoliko$¢u u sastavu
tijekom vremena te veCom zastupljenos$cu bakterije Bacteroides ovatus i nekih sojeva bakterija
koljena Firmicutes (Clemente i sur., 2012).

Kako bismo bolje mogli razumjeti nacin na koji mikrobiota utjece na zdravlje, ali i razvoj bolesti,
potrebno je provesti vise integrativnih istrazivanja koja uzimaju u obzir varijabilnost mikrobiote
te interakciju izmedu okolisa, mikrobiote i domacina. Ovakva istrazivanja klju¢na su u

sprjecavanju razvoja bolesti djelovanjem na mikrobiotu domacina (Walsh i sur., 2014).

2.2. MEDITERANSKA PREHRANA

Koncept mediteranske prehrane potjece iz starogrckog diaita $to znaci nacin zivota, odnosno od
latinske rije¢i diaeta §to mozemo prevesti kao propisani na¢in Zivota. Osim nacina i kulture
prehrane, ovaj koncept ukljucuje i tradicionalan nacin Zivota u mediteranskoj regiji. Ancel Keys
bio je prvi znanstvenik koji je povezao mediteransku prehranu sa zdravljem krvoZilnog sustava
u svojoj Studiji sedam zemalja. Mediteransku prehranu opisao je kao drustvenu prehranu u ¢ijem
je sredistu ljudsko povezivanje, a sama prehrana sastojala se od bogatstva zitarica, voca, povréa
i leguminoza. Kao izvor proteina najéesce se koristi meso peradi, riba, jaja te mlije¢ni proizvodi,
dok su glavni izvori masti maslinovo ulje i orasasti plodovi. Studija sedam zemalja provedena
je krajem pedesetih godina 20. stoljeca u sedam zemalja — Gr¢koj, Italiji, Jugoslaviji, Finskoj,

Japanu, Nizozemskoj i Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama. Ovo istrazivanje bilo je prvo takve



vrste u kojoj se prehrana mediteranskog podneblja povezala sa smanjenom stopom smrtnosti od
krvozilnih bolesti (Keys i sur., 1980). Nakon istraZivanja koje je proveo Ancel Keys, doslo je do
porasta interesa 0 mediteranskoj prehrani i njenom utjecaju na zdravlje ljudi. Lyon diet heart
study odnosno lionska studija srca bilo je drugo vazno istrazivanje provedeno krajem 20. stoljeca
u kojem se ispitivao zastitni uc¢inak mediteranske prehrane obogacene alfa — linolenskom
kiselinom na ponovnu pojavu infarkta miokarda. Rezultati ove velike randomizirane studije
pokazale su da ovakav nacin prehrane ima zastitno djelovanje 1 do Cetiri godine nakon prvog
infarkta miokarda te se jos jednom dokazalo pozitivno djelovanje mediteranske prehrane na
zdravlje krvozilnog sustava (De Lorgeril i sur., 1999). Sljedeca skupina istrazivanja proizasla je
iz tzv. PREDIMED studije ($p. Prevencion con Dieta Mediterranea). U ovom vise — centri¢cnom
istrazivanju ispitanici su se podijelili u tri grupe — grupa na prehrani sa smanjenim udjelom masti,
grupa na mediteranskoj prehrani obogacenoj s 1 L maslinova ulja na tjedan te grupa na
mediteranskoj prehrani obogaéenoj s 30 g orasastih plodova dnevno. Nakon tri mjeseca
intervencije, grupe koje su se hranile mediteranskom prehranom imale su manji sistolicki tlak,
nizi razinu glukoze u krvi te bolji omjer ukupnog kolesterola i kolesterola visoke gusto¢e (HDL
kolesterola) (Estruch i sur., 2006). Ovi su rezultati jos jednom potvrdili zastitni ucinak
mediteranske prehrane na zdravlje srca i krvozilnog sustava. 2010. godine mediteranska
prehrana ukljuc¢ena je na UNESCO — vu (eng. United Nations Educational, Scientific and
Cultural Organization) listu nematerijalne bastine Cipra, Spanjolske, Gréke, Italije i Maroka, a
2013. ukljuceni su Portugal i Hrvatska. Prema UNESCO-u, obiljezja mediteranske prehrane
nisu samo hrana, ve¢ i sva obiljezja tradicionalnog nac¢ina zivota na ovimpodruc¢jima. Zajednicko
objedovanje temelj je kulturnog identiteta mediteranskog bazena, to je vrijeme drusStvene
razmjene, komunikacije 1 zajedni$tva. Mediteranska prehrana naglasava vrijednosti
susjedstva, gostoprimstva, kreativnosti te nacina zivota postivanjem razli¢itosti (UNESCO,
2013).

2.2.1. Znacajke mediteranskog nacina prehrane

Mediteranska prehrana je skup razliCitih prehrana zemalja u podruc¢ju mediteranskog bazena.
Iako mediteranski bazen ¢ine 23 razli¢ite zemlje, a svaka od njih ima svoja specifi¢na obiljezja
prehrane, postoje glavna obiljezja mediteranske prehrane koja su zajednicka svim ovim
podru¢jima. Glavne znacajke mediteranske prehrane su: visok udio nezasi¢enih masnih kiselina,

umjerena konzumacija alkohola, visok unos Zitarica, voca i povréa te leguminoza, nizak unos
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mesa i mesnih preradevina te umjeren unos mlijeka i mlije¢nih proizvoda (Trichopolou i
Vasillopoulou, 2000). Slika 3 prikazuje piramidu mediteranske prehrane. Na dnu ove piramide
nalaze se namirnice koje ¢ine bazu svakog obroka te najvise doprinose dnevnom unosu energije.
Proizvodi zivotinjskog podrijetla ¢ine sredinu piramide, a njihova pozicija sugerira nizu
ucestalost konzumacije koja bi trebala biti na tjednoj bazi. Na vrhu piramide nalaze se namirnice
koje se preporucuju konzumirati rijetko odnosno u posebnim prigodama. Ova piramida takoder
sadrzi i ekoloski aspekt mediteranske prehrane prikazan u trec¢oj dimenziji, a odnosi se na utjecaj

koji proizvodnja svake od navedenih skupina namirnica ima na okolis.
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Slika 3. Piramida mediteranske prehrane (prema Serra-Majem i sur., 2020)

Svaki obrok trebao bi se sastojati od tri glavne komponente: zitarica, povréa i voca. Dva
serviranja zitarica, pozeljno zitarica cjelovitog zrna u obliku kruha, rize ili tjestenine, u svakom
obroku doprinose dnevnom unosu minerala poput magnezija i zeljeza, vitamina i vlakna.
Minimalno dva serviranja povr¢a trebala bi biti dio svakog obroka. Povrée je bogato vitaminima
1 mineralima, a kako bi zadovoljili dnevne potrebe za ovim nutrijentima, preporuca se barem
jedno serviranje sirovog povréa na dan. Povrée se moze konzumirati u obliku salata, povrtnih

juha i raznih priloga od povréa poput popecaka, kuhanog i peenog povr¢a.
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Kao desert poslije obroka preporuca se konzumacija jednog serviranja voca. Voce bi trebalo biti
raznoliko kako bise osigurao unos raznih fitonutrijenata poput antioksidansa, vitamina i
minerala. Na dnevnoj bazi preporuca se konzumacija oraSastih plodova i sjemenka, maslina i
maslinova ulja, zacinskog bilja te mlijeka i mlije¢nih proizvoda. OraSasti plodovi, razliite
sjemenke i masline bogati su izvori fitosterola, minerala i proteina stoga se preporuca
konzumacija jednogserviranja, §to je ekvivalent jednoj $aci, u sklopu meduobroka. Maslinovo
ulje odliCan je izvor jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina poput oleinske kiseline i
antioksidansa koji imaju pozitivan u¢inak na zdravlje. Maslinovo ulje ima i visoku tocku Zarenja
stoga se preporuca za kuhanje, pecenje, a moze se konzumirati i sirovo kao preljev za salate.
Mlijeko i mlije¢ni proizvodi dobar su izvor proteina i kalcija. Dva serviranja niskomasnih
mlije¢nih proizvoda u obliku jogurta, sireva i fermentiranih mlije¢nih proizvoda, doprinose
dnevnom unosu kalcija. Mlijeko i mlije¢ni proizvodi su izvor i zasi¢enih masti, stoga se
preporuc¢a konzumacija proizvoda sa smanjenim udjelom masnoca. Fermentirani proizvodi dobar
su izvor bakterija kojedjeluju kao probiotici i imaju pozitivan uc¢inak na mikrobiotu i zdravlje
probavnog sustava. Zacini i zacinsko bilje daju bolji okus jelima te pridonose smanjenju
upotrebe soli pri pripremi jela. Nizi unos soli vazan je za ocuvanje zdravlja srca i krvnih Zila.
Meso, riba i jaja konzumiraju se nekoliko puta tjedno te su vazan izvor proteina u mediteranskoj
prehrani. Bijelo meso peradi te riba konzumiraju se u koli¢ini od dva serviranja tjedno. Osim §to
je izvor proteina, riba je odli¢an izvor i omega-3 masnih kiselina koje doprinose zdravlju sr¢ano-
zilnog sustava. Crveno meso poput govedine i svinjetine konzumira se najvise jednom tjedno, a
preporuca se konzumacija dva puta mjese¢no. Procesirano meso, poput kobasica, susenih i
dimljenih proizvoda, pokusava se izbjeci ili konzumirati u koli¢ini manjoj od jednog serviranja
u posebnim prilikama. Na vrhu piramide nalaze se slatkiSi poput kolaca, ¢okoladica 1 ostalih
visoko procesiranih namirnica ¢ija se konzumacija preporuca ne vise od tri puta tjedno.

Unos tekucine iznimno je vazan, a ovisi o dobi, spolu 1 tjelesnoj aktivnosti. Preporuca se unos
teku¢ine od 1,5 — 2 L u obliku vode, ¢ajeva i biljnih infuzija te bistrih juha (Serra-Majem i sur.,
2020; Bach-Faig i sur., 2011).

Crveno vino tradicionalno se proizvodi i konzumira u podruc¢ju Mediterana. Umjerena
konzumacija od jedne ¢ase dnevno za zene i dvije za muskarce (jedno pice ekvivalent je 100 mL
crvenog vina) pokazala je pozitivne ucinke na zdravlje. Crveno vino bogato je polifenolima i
antioksidansima koji pokazuju zastitni utjecaj na sréano-zilni sustav (Minzer i sur., 2020).

Uz preporuke o vrsti hrane i ucestalosti konzumacije, za mediteransku prehranu vazno je

usvajanje i zadrzavanje zdravog nacina Zivota te o¢uvanje kulturnih elemenata.
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Naglasava se sklonost lokalnoj, sezonskoj, svjezoj 1 minimalno preradenoj hrani,
podrzavaju¢i bioloSku raznolikost te ekoloski prihvatljivu i tradicionalnu hranu. Ovi vazni
dijelovi prikazani su na dnupiramide mediteranske prehrane (slika 3), a uklju¢uju socijalni
aspekt, kuhanje i pripremanje hrane, fizicku aktivnost, adekvatan odmor te konzumaciju
sezonske i tradicionalne hrane. Ovakav nac¢in prehrane i Zivota ne samo da ima pozitivan utjecaj
na fizi¢ko zdravlje pojedinca,ve¢ i na mentalno zdravlje te na ocuvanje okolisa i bioraznolikosti
(Bach-Faig isur., 2011).

2.2.2. Utjecaj mediteranske prehrane na zdravlje ljudi

U danasnje vrijeme, mediteranska prehrana postala je sinonim za pravilnu prehranu zbog svog
pozitivnog ucinka na zdravlje. Takav u¢inak ne mozemo pripisati samo jednoj namirnici
karakteristi¢noj za mediteransku prehranu, ve¢ njezinoj cjelokupnosti. Istrazivanja su pokazala
da visoko pridrzavanje mediteranskoj prehrani smanjuje rizik od smrtnosti uslijed razli¢itih
kroni¢nih  bolesti poput karcinoma, metabolickog 1 kardiovaskularnog sindroma,
neurodegenerativnih bolesti, dijabetesa tipa 2 te masne jetre. Takoder, mediteranska prehrana
povezuje se s visSom Kkvalitetom zivota Sto rezultira boljim psiholoskim, fizioloSkim i
metaboli¢kim profilom (Chierico i sur., 2014). Tocan mehanizam djelovanja mediteranske
prehrane na sniZavanje rizika od kroni¢nih bolesti nije poznat, medutim, takav u¢inak moze se
pripisati kombinaciji pet razli¢itih metabolickih prilagodbi na ovakav nacin prehrane: u¢inak na
snizavanje lipida u Kkrvi, zastita od oksidativnog stresa, upale i agregacije trombocita,
modifikacija hormona i faktora rasta ukljucenih u patogenezu karcinoma, inhibicija puteva
osjetljivosti nutrijenata ograniCavanjem odredenih aminokiselina te proizvodnja metabolita
posredovanih crijevnom mikrobiotom koji utjecu na metabolicko zdravlje.

Jedna od najvaznijih karakteristika mediteranske prehrane je visoka konzumacija maslinova ulja.
Olea europeaea L. je biljka karakteristicna za mediteransko podneblje, a njezin plod — maslina,
koristi se svakodnevno. Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje dobiva se ekstrakcijom iz ploda
masline, a zbog svojih karakteristika smatra se najzdravijim uljem za konzumaciju. Bogatoje
nezasicenim masnim kiselinama poput oleinske kiseline, fenolinim komponentama,
fitosterolima, tokoferolima i skvalanom. Najznacajniji fenolni spojevi u maslinovom ulju su
tirosol, hidroksitirosol, oleuropein, oleokantal i olacein, a istrazivanja su pokazala da upravo ovi
spojevi imaju najjace kardioprotektivno, neuroprotektivno i antitumorsko djelovanje. Uz fenolne
spojeve, znacajni su i antioksidansi poput vitamina A i E koji stite kolesterol niske gusto¢e (LDL

kolesterol) od oksidacije.
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Sve ove komponente su iznimno bioloski vrijedne i imaju visoku farmakolosku aktivnost
djelujuci na snizavanje kolesterola i povisenog krvnog tlaka (Romani i sur., 2019; Parkinson i
Cicerale, 2016).

Mediteranska prehrana je takoder bogata i orasastim plodovima koji, 0sim $to su izvor pozeljnih
nezasi¢enih masnih kiselina, sadrze i biljna vlakna, proteine, minerale poput kalcija, magnezija
i kalija, fitosterole, tokoferole, vitamin E i ostale antioksidanse. Svi ovi nutrijenti, u kombinaciji
s ostalim sastavnicama mediteranske prehrane, mogu poboljsati upalni odgovor, oksidativni
stres i endotelnu funkciju. Osim toga, prehrambena vlakna u orasastim plodovima mogu pozitivno
djelovati na zdravlje probavnog sustava, djelujuéi kao prebiotici (Gervasi i sur., 2021).

U posljednjih nekoliko godina, provodi se sve vise istrazivanja o utjecaju viSestruko nezasi¢enih
omega — 3 i omega — 6 masnih kiselina iz ribe na smanjenje rizika od pojave fatalnih sréanih
aritmija. U mediteranskoj regiji, konzumacija ribe integralni je dio tjednog menija. Riba i ostali
morski plodovi bogati su omega — 3 masnim kiselinama, specifi¢no dokosaheksaenskom (DHA)
1 eikosapentaenskom (EPA) masnom kiselinom. Ove masne kiseline imaju pozitivan u¢inak na
smanjenje smrtnosti od bolesti sréano-zilnog sustava, kao i na usporavanje progresije
Alzheimerove bolesti te razgradnju misi¢a uzrokovanu starenjem. Osim toga, riba je odli¢an
izvor razli¢itih bioaktivnih nutrijenata poput esencijalnih aminokiselina, vitamina topivih u
mastima i minerala. Selen i kalcij u ribi i morskim plodovima ima antioksidativno i protuupalno
djelovanje, dok vitamin D ima potencijalnu ulogu u regulaciji krvnog tlaka, djeluje protuupalno
te inhibira kalcifikaciju krvnih zila (Garcia-Esquinas i sur., 2020; Krittanawong i sur., 2020).

2.2.3. Utjecaj mediteranske prehrane na sastav mikrobiote

Nacin prehrane uvelike utjeCe na sastav, raznolikost i aktivnost mikrobne populacije u
probavnom sustavu. Zapadnjacka prehrana povezana je s manjom bakterijskom raznoliko$¢u i
razli¢itim mikrobnim profilima u usporedbi s tradicionalnim nacinima prehrane kao Sto je
mediteranska prehrana. Mediteranska prehrana usmjerena je na hranu biljnog podrijetla, bogata
je vlaknima i omega-3 masnim kiselinama te niska u Zivotinjskim proteinima i zasi¢enim
mastima. IstraZivanja su pokazala da osobe koje se hrane preteZito hranom biljnog podrijetla
imaju veci postotak kratkolan¢anih masnih kiselina te vec¢u zastupljenost bakterija koje sudjeluju

u probavi prehrambenih vlakana u uzorcima stolice.
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Takoder, imaju manju prisutnost bakterije Escherichia coli te opéenito vecu raznolikost u
sastavu mikroflore koja ukljucuje veéu brojnost bakterija roda Lactobacillus, Clostridium,
Faecalibacterium i Oscillospira, te manju zastupljenost bakterija roda Ruminococcus i
Coprococcus. Tipi¢ne komponente hrane prisutne u mediteranskoj prehrani povezane su s
prisutnos¢u odredenih bakterija u crijevnoj mikrobioti. Na primjer, konzumacija Zitarica
povezana je s prisutno$cu bakterija roda Bifidobacterium i Faecalibacterium. Konzumacija
maslinovog ulja i crnog vina povezana je s prisutnos¢u bakterija roda Faecalibacterium,
konzumacija povréa vezana je za prisutnost bakterija roda Alistipes i Ruminococcus, a
konzumacija mahunarki povezana je s prisutnos¢u vrste Coprococcus. Kombinacija
prehrambenih komponenti tipi¢nih za mediteransku prehranu i sastava mikrobiote dovodi do
proizvodnje specificnih metabolita, kao $to su kratkolan¢ane masne Kkiseline, koje imaju
pozitivan utjecaj na zdravlje. Postojeca istrazivanja pokazuju da usvajanje pretezito biljne
prehrane ima povoljan u¢inak na mikrobiom domacina, pomaze u smanjenju upale, poboljsanju
osjetljivosti na inzulin i promicanju optimalne energetske ravnoteze, $to bi moglo smanjiti
pojavu kroni¢nih bolesti (Beam i sur., 2021; Merra i sur., 2021;Garcia-Mantrana i sur., 2018;
Chierico isur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno u sklopu pilot projekta pod nazivom ,,Crijevna mikrobiota radno —
aktivne populacije RH*“, provedenog od strane Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu u suradnji s Institutom za Antropologiju u vremenskom periodu od 2021.
do 2022. godine.

Regrutacija ispitanika provedena je interno, oglaSavanjem unutar Instituta za Antropologiju i
Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta.

Prilikom regrutacije ispitanika, vodilo se ratuna o popunjavanju pojedinih starosnih kategorija
u skladu s dobnom i spolnom strukturom stanovnistva Republike Hrvatske. Ukljuc¢eno je 59
ispitanika oba spola u dobi od 18 do 59 godina starosti.

Svi ispitanici dragovoljno su sudjelovali u istrazivanju te su prije samog pocetka detaljno
informirani o ciljevima i metodologiji istrazivanja. Svaki ispitanik potpisao je informirani
pristanak za sudjelovanje u projektu te je za sudjelovanje u istraZivanju trebao ispuniti internet
upitnik o prehrambenim i zivotnim navikama i dostaviti uzorak stolice istraziva¢ima.

U cilju zastite podataka, svi podaci dobiveni u istrazivanju, kao 1 identitet ispitanika su Sifrirani
te je identitet ispitanika poznat samo odredenim istraziva¢ima iz tima zaduzenog za dostavljanje
0sobnog izvjesc¢a o0 sastavu mikrobiote.

Takoder, istraZivanje je prije pocetka provedbe Projekta odobreno pozitivnim rjeSenjem Etickog

povjerenstva Instituta za antropologiju.

3.2. METODE RADA

Metode koristene U istrazivanju mogu se podijeliti na dijeteticke i genomicke metode.

3.2.1. Dijeteticke metode

Ispitanici su popunjavali upitnik koji je sadrzavao opcéa pitanja o Zivotnim i prehrambenim
navikama te pitanja o uskladenosti s mediteranskim nacinom prehrane. Upitnik Se popunjavao
preko platforme Google forms.

Upitnik je sadrzavao ukupno 65 pitanja od kojih se posljednjih 14 odnosilo na uskladenost s

mediteranskim nacinom prehrane. Upitnik je sadrzavao pitanja vezana uz opce podatke o

15



ispitanicima (spol, dob, bra¢ni status, obrazovanje), antropometrijske podatke (visina i tjelesna
masa), podatke o0 nacinu zivota (tjelesna aktivnost, pusenje) te pitanja o prehrambenim
navikama. Upitnik je sadrzavao i dva dana 24-satnog prisjec¢anja u kojima se od ispitanika trazilo
da navedu svu konzumiranu hranu u proteklih 48 sati.

Za procjenu uskladenosti prehrane ispitanika s mediteranskom prehranom koristen je vrednovani
upitnik od 14 pitanja preveden na hrvatski jezik za potrebe istrazivanja. Pitanja u upitniku odnose
se na ucestalost konzumacije odredenih namirnica koje se povezuju s mediteranskim nac¢inom
prehrane. Ovisno 0 odgovorima ispitanika, svaki odgovor bodovao se sjedan ili nula bodova, a
ukupan broj bodova sluzio je za svrstavanje ispitanika u grupe po uskladenosti vlastite prehrane
s mediteranskom. Ispitanici s ukupnim brojem bodova <5 svrstanisu u skupinu s niskom
uskladenosti, ispitanici s brojem bodova 6-9 svrstani su u skupinu sa srednjom uskladenosti, a
ispitanici s brojem bodova >10 u skupinu s visokom uskladenosti prehrane s mediteranskom.
Upitnik je preuzet iz istrazivanja provedenog od strane Martinez-Gonzalez i suradnika te

prilagoden istrazivanju (tablica 1).

Tablica 1. Vrednovani upitnik od 14 pitanja za procjenu uskladenosti prehrane ispitanika s

mediteranskom prehranom (prema Martinez-Gonzélez i sur., 2012)

Pitanja Kriterij za 1 bod

1. Koristite li maslinovo ulje kao primarno ulje u prehrani? Da

2. Koliko maslinova ulja koristite svaki dan (za przenje, salate i slicno)? >4 7lice

3. Koliko serviranja povréa pojedete svaki dan? (1 serviranje = 200 g) = 2.(2 1

serviranja sirovo)
4. Koliko serviranja voca (ukljucujuéi vo¢ne sokove) pojedete svaki dan? >3
5. Koliko serviranja crvenog mesa ili mesnih preradevina konzumirate svaki <1
dan? (1 serviranje = 100 — 150 g)
6. Koliko serviranja maslaca, margarina ili vrhnja konzumirate svaki dan) (1 <1
serviranje = 12 g)

7. Koliko zasladenih ili gaziranih napitaka pijete svaki dan? <1

8. Koliko vina pijete tjedno? > 7 CaSa
9. Koliko serviranja mahunarki pojedete tjedno? (1 serviranje = 150 g) >3
10. Koliko serviranja ribe ili morskih plodova pojedete tjedno? (1 serviranje -3

ribe = 100 — 150 g, 1 serviranje morskih plodova = 200 g) -
11. Koliko puta tjedno konzumirate slatkise, kolace i pekarske proizvode? <3
12. Koliko serviranja oraSastih plodova pojedete tjedno? (1 serviranje = 30 g) >3
13. Preferirate li konzumirati piletinu i puretinu naspram govedine i svinjetine? Da
14. Koliko puta tjedno konzumirate tjesteninu, rizu ili povrée zaéinjeno -
umakom od raj€ice s lukom, ¢eSnjakom i maslinovim uljem? -

Cijeli upitnik koriSten u istrazivanju nalazi se u prilogu 1. ovog istrazivackog rada.

16



3.2.2. Genomicke metode

Sastav crijevne mikrobiote odredivan je sekvenciranjem DNA izolirane iz uzoraka stolice
svakog ispitanika. Za odredivanje sastava crijevne mikrobiote kao marker gen koriSten je gen
koji kodira za 16S rRNA podjedinicu ribosoma. Lan¢anom reakcijom polimeraze (eng.
polymerase chain reaction, PCR) umnoZzene su varijabilne regije 3 i 4 gena koji kodira za 16S
rRNA podjedinicu te su dobiveni fragmenti sekvencirani tehnologijom spojenih krajeve (eng.
paired-end) Illumina MiSeq uredajem. Ocitane sekvence obradene su QIIME2 programskim

paketom.

3.2.2.1. Izolacija DNA , sekvenciranje DNA i obrada podataka sekvenciranja

Za izolaciju DNA koriSten je QIAmp® PowerFecal® DNA set kemikalija (kit) prema Quick
Start protokolu dobivenom od proizvodaca. Prije izolacije, svi uzorci stolice ¢uvani su na
temperaturi od -80 °C. Sekvenciranje je provedeno u Institutu za antropologiju (Zagreb,
Hrvatska) koristenjem platforme Illumina MiSeq i1 protokola za sekvenciranje spojenih krajeva
(eng. paired-end segeuncing). Koristene su pocetnice 341F/806R za umnazanje V3 i V4 regija
gena koji kodira za 16S rRNA koriStenjem lancane reakcije polimeraze u 30 ciklusa. Nakon
umnazanja, PCR produkti provjereni su na 2 %-om agaroznom gelu i procis¢eni koriStenjem
kalibriranih Ampure XP kuglica. Pro¢is¢eni PCR produkti koristeni su za izradu DNA knjiznica
upotrebom Illumina TruSeq DNA library protokola te sekvencirani Illumina MiSeq uredajem.
Sirovi podatci dobiveni sekvenciranjem preuzeti su direktno s uredaja u obliku Fastq datoteka.
Sirove DNA sekvence ucitane su u QIIME2 bioinformaticku platformu kroz koju su kvalitativno
provjerene i filtrirane sekvence, uklonjene kimeri¢ne sekvence i izraCunate SU umnozene
varijante sekvenci (eng, amplicon sequence variant, ASV) koristenjem DADA?2 algoritma.
Umnozenim Varijantama sekvenci je dodijeljena taksonomija koristenjem Bayesovog
klasifikatora na SILVA 138 ribosomskoj bazi podataka klasteriranoj na 99 % identi¢nosti kao
referentnoj taksonomskoj bazi (Robeson i sur., 2021; Quast i sur., 2013). Indeksi alfa i beta
raznolikosti izracunati su koristenjem g2-diversity metode QIIME2 platforme na uzorcima

razrijedenim (eng. rarefied) na 20 000 ocitanih sekvenci DNA po uzorku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je povezati stupanj uskladenosti prehrane ispitanika s mediteranskom
prehranom te utjecaj takvog oblika prehrane na sastav crijevne mikrobiote. Crijevna mikrobiota
mijenja se tijekom Zzivota pod utjecajem razlic¢itih faktora, primjerice uzimanjem dodataka
prehrani i lijekova, posebice antibiotika, prisutnosti raznih bolesti probavnog sustava,
izlozenosti patogenim mikroorganizmima te promjenom zivotnog stila (Garber i sur., 2020).
Poznato je daprehrana ima znaCajan utjecaj na sastav mikrobiote domacina. Mediteranska
prehrana, bogata cjelovitim Zitaricama, ribom, maslinovim uljem i orasastim plodovima ima
povoljan utjecaj na cjelokupno zdravlje. Osobe ¢ija je prehrana u skladu s mediteranskom imaju
veéi udio bakterijakoljena Prevotella, dok osobe Cija se prehrana bazira na namirnicama
zivotinjskog podrijetla imaju ve¢i udio bakterija koljena Bacteroides. Slaba uskladenost
prehrane s mediteranskom takoder se povezuje s povecanom koncentracijom trimetilamin N-
oksida (TMAO) u urinu, $to je faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Modulacija
mikrobiote kroz konzumaciju prehrane bogate raznolikom biljnom hranom smatra se jednim od
nacina za poboljSanje zdravljai smanjenje rizika od bolesti (De Filippis i sur., 2016). Upravo iz
ovih razloga ucinjena je analizaprehrane ispitanika pomo¢u Google forms ankete te procjena
uskladenosti prehrane s mediteranskom pomocu upitnika od 14 pitanja. Ispitanici su svrstani u
tri grupe ovisno o rezultatima te se promatrao sastav njihove crijevne mikrobiote dobiven

izolacijom DNA iz uzoraka stolice.
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4.1. ISPITANICI

Od ukupno 59 ispitanika, 35 ispitanika bilo je zenskog spola (60 %), dok je 24 ispitanika bilo
muskog spola (40 %). Ispitanici su podijeljeni u starosne skupine u skladu s dobnom i spolnom
strukturom stanovnistva u Republici Hrvatskoj. Dobne kategorije su 18 — 29, 30 — 39, 40 — 49
te 50 — 59 godina starosti. 15 ispitanika (25,4 %) pripada prvoj starosnoj skupini, 20 ispitanika
(33,9 %) pripada drugoj starosnoj skupini, 18 ispitanika (30,5 %) pripada trecoj starosnoj
skupini te 6 ispitanika (10,2 %) pripada cetvrtoj starosnoj skupini. Vecina ispitanika (90 %) je
visoko obrazovana, od toga 15,1 % ispitanika ima zavrSen preddiplomski studij, 50,9 %
ispitanika ima zavrsen diplomski studij, a 34,0 % ispitanika ima doktorat.

53 ispitanika (89,8 %) rodeno je vaginalnim porodom, 4 ispitanika (6,8 %) carskim rezom, a 2
ispitanika (3,4 %) ne znaju nacin poroda.

8 ispitanika (13,6 %) koristilo je antibiotik unazad tri mjeseca od ispunjavanja upitnika o
prehrambenim navikama i predaje uzorka stolice. Navedene vrste antibiotika su klavocin,
sumamed, ninur i augmentin.

47 ispitanika (88,7 %) je tjelesno aktivna, od ¢ega vecina navodi hodanje, tréanje i fitness kao
naj¢escu vrstu tjelesne aktivnosti. Vecina ispitanika (42; 71,2 %) su nepusaci, 5 ispitanika (8,5 %)
navodi da su bivsi pusaci, a 12 ispitanika (20,3 %) su aktivni pusaci.

Vecina ispitanika (35; 59,3 %) ne koristi probiotike kao dodatke prehrani, niti konzumira
prehrambene proizvode s dodacima probioti¢kih kultura, 15 ispitanika (25,4 %) konzumira
probioticke jogurte, dok 9 ispitanika (15,3 %) koristi probiotike kao dodatke prehrani.

22 ispitanika (37,3 %) ne koristi nikakve dodatke prehrani, a 37 ispitanika (62,7 %) Koristi
dodatke prehrani, pretezito u obliku multivitaminskih pripravaka.

48 ispitanika (81,4 %) svoju prehranu opisuje kao prehranu svejeda, 6 ispitanika (10,2 %) hrani
se veganskom prehranom te 2 ispitanika (3,4 %) vegetarijanskom prehranom. 2 ispitanika (3,4
%) pridrzavaju se prehrane za posebne potrebe (dijabetiCka prehrana, prehrana za bubrezne
bolesnike). Jedan ispitanik opisuje svoju prehranu kao strogo baziranu na namirnicama
zivotinjskog podrijetla s vrlo malo povrca, a vo¢e ne konzumira. Slika 4 prikazuje odgovore

ispitanika na pitanja o Zivotnom stilu.
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Slika 4. Graficki prikaz odgovora ispitanika na pitanja o zivotnom stilu i vrsti prehrane

Kao §to je navedeno u poglavlju 2.1.3., Zivotni stil i njegove komponente mogu znacajno utjecati
na sastav mikrobiote. Tjelesna aktivnost ima velik utjecaj smanjenje rizika od razvoja niza
bolesti povezanih sa nac¢inom zivota kao $to su inzulinska rezistencija, pretilost i metabolicki
sindrom te pozitivno utjeCe na oCuvanje zdravlja sr¢ano-zilnog sustava. Istrazivanje koje su
proveli Kern i suradnici (2020) pokazalo je povecanje alfa raznolikosti u sastavu mikrobiote kod
osoba koje su prije bile neaktivne, a uvrstile su tjelesnu aktivnost. Takoder, osobe koje se bave
tjelesnom aktivnosti imaju vecu beta raznolikost na razini roda te vecu brojnost bakterija
Akkermansia i Proteobacteria (Kern i sur., 2020). Duhanski dim povezuje se s nizom negativnih
uéinaka na zdravlje poput razvoja karcinoma. Cigaretni dim sadrzi mnoge otrovne tvari,
ukljucujuéi policiklicke aromatske ugljikovodike, aldehide, nitrozamine i teSke metale koji
udisanjem dolaze do plu¢a. Ove tvari mogu dospjeti u probavni sustav i izazvati disbiozu
intestinalne mikrobiote putem razli€itth mehanizama, primjerice antimikrobnim djelovanjem.
Sustavnim pregledom literature Antinozzi i suradnici (2022) povezali su pusenje sa smanjenom
alfa raznolikosti u sastavu mikrobiote, medutim, prestankom pusenja dolazi do ponovnog

povecanja u raznolikosti mikrobiote.
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Takoder, primijetili su da pusaci imaju vise razine bakterije roda Prevotella, ali nisu nasli
statisticki znaCajnu povezanost izmedu puSenja i promjena u sastavu bakterija koljena
Bacteriodetes i Firmicutes (Antinozzi i sur., 2022). Jos$ jedna skupina tvari koja negativno utjece
na zdravlje probavnog sustava i sastav mikrobiote su antibiotici. Antibiotici se desetlje¢ima
koriste za sprjeCavanje proliferacije bakterijskih patogena, a time i za lijeCenje bakterijskih
infekcija. Medutim, posljednjih desetljeca dolazi do znacajnog porasta upotrebe antibiotika zbog
dodavanja u stocnu hranu te prekomjerne upotrebe antibiotika Sirokog spektra u ljudskoj
medicini. Yang i suradnici (2021) primijetili su potpuni nestanak aerobnih gram-pozitivnih
bakterija te povecanje otpornosti enterobakterija kod ispitanika na terapiji amoksicilinom koji je
aktivna tvar antibiotika klavocina. Nakon prestanka uzimanja terapije doSlo je do ponovne
uspostave ravnoteze u sastavu mikrobiote, medutim, nije doslo do povratka odredenih bakterija,

primjerice roda Bifdobacterium (Yang i sur., 2021).

4.2. USKLADENOST PREHRANE ISPITANIKA S MEDITERANSKOM
PREHRANOM

Za procjenu uskladenosti mediteranske prehrane koriSten je vrednovani upitnik koji se sastoji od
14 pitanja. Svako pitanje boduje se s jednim (1) ili nula (0) bodova, ovisno o kriteriju za svako
pojedino pitanje. Pitanja se odnose na ucestalost konzumacije pojedinih namirnica koje Su
povezane s pojmom mediteranske prehrane, a uklju¢uju maslinovo ulje, povrée, voce,
mahunarke, oraSaste plodove, ribu te umak od raj¢ice. Veci broj serviranja ovih namirnica
boduje se s jednim bodom. Povecana ucestalost konzumacije namirnica koje nisu u skladu s
mediteranskom prehranom, poput crvenog mesa, preradenih mesnih proizvoda, maslaca,
zasladena gazirana pica te slatkisa, boduje se s nula bodova.

Vecina ispitanika (35; 59,3 %) koristi maslinovo ulje kao primarno ulje u prehrani, medutim,
samo 8 ispitanika (13,6 %) koristi vise od 4 Zlice maslinovog ulja dnevno $to je kriterij za
dobivanje jednog boda. 12 ispitanika (20,3 %) konzumira dva ili vise serviranja povréa dnevno
(Jedno serviranje oznacava 200 grama povréa), a samo 5 ispitanika (8,5 %) konzumira tri ili vise
serviranja voc¢a 1 voénih sokova dnevno. Vecina ispitanika (44; 74,6 %) konzumira viSe od
jednog serviranja (jedno serviranje oznac¢ava 100-150 grama) crvenog mesa i mesnih
preradevina dnevno, dok 30 ispitanika (50,8 %) konzumira vise od jednog serviranja maslaca,

margarina ili vrhnja dnevno.
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Ova dva kriterija najviSe opisuju odstupanje od mediteranskog nacina prehrane gdje se
konzumacija crvenog mesa i zasi¢enih masnoca preporuca svega nekoliko puta mjesecno te je
vecina ispitanika na ovim pitanjima bodovana s nula bodova.

Iako vecina ispitanika (54; 91,5 %) konzumira alkohol, samo 3 ispitanika (5,1 %) konzumiraju
sedam 1ili viSe Casa crvenog vina tjedno, Sto je kriterij za dobivanje jednog boda. Vecina
ispitanika (42; 71,2 %) konzumira manje od jedne ¢ase zasladenih gaziranih napitaka dnevno. 13
ispitanika (22 %) konzumira tri ili viSe serviranja mahunarki tjedno (jedno serviranje jednako je
150 grama mahunarki). Vrlo mali broj ispitanika (4; 6,8 %) konzumira tri ili vi$e serviranja ribe
tjedno (jedno serviranje oznacava 100-150 grama ribe ili 200 grama morskih plodova) §to je
kriterij za dobivanje jednog boda, dok 33 ispitanika (55,9 %) preferira konzumaciju mesa peradi
u odnosu na govedinu i svinjetinu.

Vecina ispitanika (36; 61 %) ne konzumira vise od tri serviranja slatkisa dnevno, a 28 ispitanika
(47,5 %) konzumira tri ili viSe serviranja oraSastih plodova tjedno, pri ¢emu jedno serviranja
oznacava 30 grama.

29 ispitanika (49,2 %) konzumira dva ili viSe serviranja tjedno povréa, Zitarica ili drugih jela
zacinjenih umakom od raj¢ice koji sadrzi luk, poriluk ili ¢eSnjak kuhan na maslinovom ulju.
Na osnovu navedenih odgovora ucinjeno je bodovanje te svrstavanje ispitanika u jednu od tri
kategorije uskladenosti prehrane ispitanika s na¢elima mediteranske prehrane.

Ispitanici s brojem bodova manjim ili jednakim 5 svrstani su u kategoriju slabe uskladenosti,
ispitanici s brojem bodova od 6 do 9 svrstani su u kategoriju srednje uskladenosti, a ispitanici s
brojem bodova ve¢im ili jednakim 10 svrstani su u kategoriju visoke uskladenosti prehrane s
mediteranskom prehranom. 36 ispitanika (61 %) pripalo je kategoriji slabe uskladenosti, 22
ispitanika (37,3 %) kategoriji srednje uskladenosti, a samo jedan ispitanik (1,7 %) pripao je

kategoriji visoke uskladenosti. Ovi rezultati prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Rezultati upitnika o uskladenosti prehrane ispitanika s mediteranskom prehranom

SLABA SREDNJA VISOKA
USKLADENOST USKLADENOST | USKLADENOST
BROJ 36 22 1
ISPITANIKA
POSTOTAK (%) 61 37,3 17

Prosjecan broj bodova ispitanika svrstanih u kategoriju slabe uskladenosti iznosi 3,6, ispitanika
svrstanih u kategoriju srednje uskladenosti iznosi 6,9 bodova, a ispitanik koji je svrstan u
kategoriju visoke uskladenosti ima ukupno 11 bodova. Prosjecan broj bodova svih ispitanika

iznosi 4,95.

Iz ovih rezultata se moze zakljuciti kako prehrana vecine ispitanika ne zadovoljava kriterije

mediteranske prehrane.

Pridrzavanje mediteranskom nacinu prehrane povezano je s brojnim pozitivnim u¢incima na
zdravlje — smanjenje rizika od razvoja bolesti srca i krvnih zila, raka dojke, depresije, raka
debelog crijeva, pretilosti i metabolickog sindroma. Medutim, zbog sve vece urbanizacije,
globalizacije poljoprivrednog trziSta i razvoja masovne kulture prehrane usredotoCene na
,zapadnjacku prehranu®, mediteranska prehrana i drugi srodni obrasci pravilne prehrane
postupno se napustaju. Ovakav se trend primjecuje pogotovo kod mladih ljudi u urbanim
sredinama gdje je sve viSe prisutan dinamican i brz nacin Zivota s prehranom koja se uklapa u
takve okvire. IstraZivanje koje su proveli Sarac i suradnici (2021) potvrdilo je ovakav trend.
Rezultati istrazivanja pokazali su da mlada, reproduktivno aktivna generacija na podru¢ju
Dalmacije u Republici Hrvatskoj pokazuje zna¢ajno manje pridrzavanje mediteranskom nacinu
prehrane nego starija populacija iz istog podru¢ja (Sarac i sur., 2021). Sustavnim pregledom
literature Obeid i suradnici (2022) donijeli su slican zaklju¢ak. Vecina ukljucenih istrazivanja
izvjestila je o niskom ili srednjem pridrzavanju mediteranskom nacinu prehrane ispitanika s
podrucja Mediteranskog bazena, a razlike izmedu spolnih 1 dobnih skupina nisu uocene (Obeid

i sur., 2022).
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4.3. TAKSONOMSKA ZASTUPLJENOST MIKROORGANIZAMA U UZORCIMA

4.3.1. Taksonomska zastupljenost mikroorganizama u uzorku svakog ispitanika

Izolacijom DNA iz uzoraka stolice dobiven je sastav crijevne mikrobiote svakog pojedinog
ispitanika. Podaci su obradeni koriStenjem QIIME2 programa te su dobiveni vizualni prikazi
taksonomske zastupljenosti mikroorganizama u uzorcima. Slika 5 prikazuje taksonomski sastav
mikrobiote stupCastim dijagramima za svaki uzorak na razini koljena. Uzorci su poredani po
zastupljenosti bakterija koljena Firmicutes, od najmanje do najvece zastupljenosti.
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Slika 5. Taksonomska zastupljenost bakterija na razini koljena u uzorku mikrobiote svakog pojedinog

ispitanika
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d__Archasa_

Slika 5. Taksonomska zastupljenost bakterija na razini koljena u uzorku mikrobiote svakog

pojedinog ispitanika - nastavak

Najmanju zastupljenost bakterija koljena Firmicutes ima ispitanik pod Sifrom IM-17 te ona
iznosi 13 %, dok najvecu zastupljenost bakterija ovog koljena od 91,4 % ima ispitanik IM-57.
Ispitanik IM-17 pripada skupini srednje uskladenosti prehrane s mediteranskom, zenskog je
spola, pripada dobnoj skupini od 40 od 49 godina, unazad 3 mjeseca od davanja uzorka stolice
koristila je antibiotik augmentin te boluje od sindroma iritabilnog crijeva. Ispitanik IM-57
pripada skupini slabe uskladenosti prehrane s mediteranskom prehranom, takoder je Zenskog
spola te pripada dobnoj skupini od 30 do 39 godina. Obje ispitanice svoju prehranu opisuju kao
prehranu svejeda te koriste probiotike u obliku dodatka prehrani. Ispitanik pod Sifrom IM-71
ima veliku zastupljenost (29,6 %) bakterija koljena Actinobacteriota, $to odskace od ostataka
ispitanika. Ovaj ispitanik pripada skupini srednje uskladenosti prehrane s mediteranskom,
zenskog je spola, pripada dobnoj skupini od 30 od 39 godina, takoder je koristila antibiotik
augmentin te ne koristi probiotike niti ostale dodatke prehrani. Drugo najzastupljenije koljeno
bakterija jest Bacteroidota, najvecu zastupljenost imaju ispitanici IM-17 (85 %) i IM-21 (79,4 %),
a najmanju ispitanici IM-13 (3,7 %) i IM-57 (2,6 %). Ispitanici IM-62 i IM-51 imaju vecu
zastupljenost bakterija koljena Verrucomicrobiota u odnosu na druge ispitanike te ona iznosi 9,2
% 19,5 %. Ispitanik IM-62 pripada skupini srednje uskladenosti prehrane s mediteranskom, hrani
se isklju¢ivo hranom biljnog podrijetla (veganska prehrana), Zenskog je spola te pripada dobnoj
skupini od 18 do 29 godina. Ispitanik IM-51 pripada skupini slabe uskladenosti prehranes

mediteranskom, svejed je, muskog je spola te pripada dobnoj skupini od 40 do 49 godina.
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Ispitanik IM-73 jedini pripada skupini visoke uskladenosti prehrane s mediteranskom. To je

osoba Zenskog spola koja pripada dobnoj skupini od 30 do 39 godina, bavi se tjelesnom

aktivno$¢u, uzima dodatke prehrani, a svoju prehranu opisuje kao prehranu baziranu na

namirnicama biljnog podrijetla (veganska prehrana).

4.3.2. Taksonomska zastupljenost mikroorganizama sukladno uskladenosti prehrane s

mediteranskom

Uz vizualni prikaz zastupljenosti pojedinih mikroorganizama u svakom pojedinom uzorku,

nacinjen je 1 prikaz zastupljenosti mikroorganizama po skupinama uskladenosti prehrane s

mediteranskom. Slika 6 prikazuje sastav mikrobiote kod pojedinih skupina uskladenosti

prehrane s mediteranskom — slaba, srednja i visoka uskladenost.
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Slika 6. Taksonomska zastupljenost pojedinih bakterija na razini koljena u skupinama uzoraka

ovisno o uskladenosti prehrane s mediteranskom
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Iz slike je vidljivo kako zastupljenost bakterija koljena Firmicutes raste s povecanjem
uskladenosti prehrane s mediteranskom. Skupina slabe uskladenosti ima najmanju zastupljenost
bakterija koljena Firmicutes, a ona iznosi 63,6 %. Skupina srednje uskladenosti ima nesto vec¢u
zastupljenost bakterija ovog roda koja iznosi 65,3 %, a zastupljenost skupine visoke uskladenosti
iznosi 67,1 %. Zastupljenost bakterija koljena Bacteroidetets kod skupine slabe uskladenosti
iznosi 28,6 %, srednje uskladenosti 27,4 %, a visoke uskladenosti 26,1 %. Bakterije koljena
Actinobacteriota predstavljaju tre¢u vrstu bakterija ¢ija je zastupljenost znaajnija u ovim
uzorcima u odnosu na ostale. U uzorcima skupine slabe uskladenosti, zastupljenost ovog koljena
bakterija iznosi 4,8 %, u skupini srednje uskladenosti iznosi 5,1 %, a u skupini visoke
uskladenosti iznosi 6,2 %. Kod interpretacije rezultata bitno je naglasiti da raspodjela ispitanika
nije ravnomjerna prema stupnju uskladenosti prehrane s mediteranskim obrascem, sto je najbolje

vidljivo u grupi visoke uskladenosti kojoj pripada samo jedna osoba.

IstraZivanje provedeno od strane Di lorio 1 suradnika (2019) pokazuje povecan udio bakterija
koljena Firmicutes te smanjen udio bakterija roda Bacteroidetes kod ispitanika s kroni¢nim
bubreznim bolestima koji se hrane mediteranskim nac¢inom prehrane u usporedbi s kontrolnom
skupinom ispitanika koji se hrane uobi¢ajenom prehranom (Di lorio i sur., 2019). Suprotno tome,
Gutiérrez-Diaz i suradnici (2016) povezali su vecu uskladenost prehrane s mediteranskoms
povecéanim udjelom bakterija koljena Bacteroidetes i porodice bakterija Prevotellaceae te
smanjenim udjelom bakterija koljena Firmicutes i porodice Lachnospiraceae. Autori
pretpostavljaju da je ovakav sastav mikrobiote kod pojedinaca koji se pridrzavaju mediteranskog
naCina prehrane povezan s povefanim unosom ugljikohidrata, vlakana i biljnih proteina, a
poznato je da bakterije roda Bacteroides imaju velik broj hidrolitickih enzima koji mogu
razgraditi polisaharidne stani¢ne stijenke biljaka (Gutiérrez-Diaz i sur., 2016). Mitsuo i suradnici
(2017) zakljucili su kako slaba uskladenost prehrane pojedinca s mediteranskom prehranom
rezultira pove¢anim omjerom bakterija koljena Firmicutes naprema Bacteroidetes. Takoder su
zakljucili kako je visoko pridrzavanje mediteranskom nacinu prehrane u korelaciji sa smanjenom
koli¢inom bakterije Escherichia coli, ve¢im Bifidobacteria:E. coli omjerom, povecanim
razinama gljivice Candida albicans i ve¢im koli¢inama kratkolan¢ane masne kiseline acetata u
stolici (Mitsou 1 sur., 2017). Sistemskim pregledom randomiziranih kontrolnih istraZivanja
Kimble i suradnici (2022) nisu nasli povezanost izmedu pridrZavanja mediteranske prehrane i

razlika u sastavu mikrobiote na razini bakterijskih koljena. Medutim, odredena istrazivanja
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obuhvacena u tom preglednom radu pokazuju povezanost pridrzavanja mediteranske prehrane s
povecanjem odredenih bakterijskih vrsta. Visoko pridrzavanje mediteranskog nac¢ina prehrane
povezano je S povecanjem zastupljenosti bakterijske vrste Roseburia hominis te vrste
Faecalibacterium prausnitzii (koljeno Firmicutes), a smanjenjem zastupljenosti vrste

Collinsella aerofaciens (koljeno Actinobacteria).

Rezultati ovog istrazivackog rada sukladni su s istrazivanjem Di lorio i suradnika (2019),
medutim razlika u zastupljenosti pojedinih bakterijskih koljena u promatranim skupinama nije
dovoljno znacajna kako bi sa sigurnos¢u mogli utvrditi povezanost izmedu uskladenosti

prehrane ispitanika s mediteranskom i sastavom mikrobiote.

Iako je opcenito prihvaceno da je prehrana glavni ¢imbenik koji utjece na crijevnu mikrobiotu,
postoji vrlo ograni¢eno razumijevanje uzro¢ne veze izmedu sastava prehrane i crijevne
mikrobiote kod ljudi. Problem je otezan i nedostatkom razumijevanja te ograni¢enim
konsenzusom o karakteristikama zdravog mikrobioma, tako da je tesko protumaciti razlike u
mikrobioti povezane s razli¢itim nacinima prehrane (Leeming i sur., 2021). Potrebna su daljnja

istrazivanja kako bi sa sigurno$¢u mogli potvrditi ovakvu povezanosti.
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Opazani OTU

44. ALFARAZNOLIKOST

Osim taksonomske zastupljenosti pojedinih mikroorganizama u uzorcima ispitanika, promatrana
je i alfa raznolikost. Alfa raznolikost daje procjenu raznolikosti vrsta unutar uzoraka. Za potrebe
ovog rada koriStena je metrika pod nazivom opazani OTU (eng. observed_otus) koji uzima u
obzir prisutnost razli¢itih mikrobnih vrsta (OTU-a) bez obzira na to kolika je njihova
zastupljenost u uzorku. Slike 7-11 prikazuju alfa raznolikost u pojedinim uzorcima ili skupinama
uzoraka. Na x-osi prikazana je dubina sekvenciranja koja oznac¢ava broj koristenih sekvenci po

uzorku, a na y-osi nalazi se opazani OTU.
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Slika 7. Alfa raznolikost uzorka prikazana observed_otus metrikom svakog pojedinca

Iz slike je vidljivo kako najvecu alfa raznolikost imaju ispitanici pod Sifrom IM-64, IM-04 i IM-
51, a najmanju ispitanici IM-74 i IM-17. Ispitanik IM-64 je Zenskog spola, pripada dobnoj
skupini od 40 do 49 godina, svejed je, nije tjelesno aktivna, ne uzima probiotike u obliku
dodataka prehrani, ali konzumira mlije¢ne proizvode s dodanim probiotickim Kkulturama.
Ispitanik IM-04 je muskog spola, pripada dobnoj skupini od 30 do 39 godina, svejed je, tjelesno
aktivan te ne uzima probiotike niti dodatke prehrani. Ispitanik IM-51 je muskog spola, pripada
dobnoj skupini od 40 do 49 godina, tjelesno je aktivna osoba, svejed, ne uzima probiotike te
uzima dodatke prehrani u obliku multivitaminskih i mineralnih pripravaka. Ispitanik IM-74 je

zenskog spola, pripada dobnoj skupini od 30 do 39 godina, veganka, tjelesno neaktivna, ne
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uzima probiotike te povremeno uzima dodatke prehrani u obliku vitamina B12 i Ds. Ispitanik IM-
17 je zenskog spola, pripada dobnoj skupini od 40 do 49 godina, unazad tri mjeseca od davanja
uzorka stolice za potrebe istrazivanja Koristila je antibiotik augmentin, tjelesno je aktivna, svejed

te uzima probiotike i dodatke prehrani (multivitaminski pripravci).

Slika 8 prikazuje alfa raznolikost promatranu po skupinama uskladenosti prehrane ispitanika s

mediteranskom prehranom.
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Slika 8. Alfa raznolikost grupe uzoraka prema uskladenosti prehrane s mediteranskom (slaba,

srednja i visoka uskladenost), prikazana observed_otus metrikom

Iz slike 8 vidljivo je kako skupina srednje uskladenosti prehrane s mediteranskom ima najveéu
alfa raznolikost unutar skupine dok skupina slabe uskladenosti ima najmanju alfa raznolikost.
Pretpostavka istrazivanja bila je da osobe s ve¢om uskladenosti prehrane s mediteranskom imaju
vecu paletu namirnica od kojih se njihova prehrana sastoji — bogatstvo povréa, voca, cjelovitih
zitarica, visok udio vlakana i viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina — koje su povezane s
povecanjem raznolikosti crijevne mikrobiote te da ¢e osobe koje se pridrzavaju mediteranskog

nacina prehrane imati najvecu raznolikost u sastavu mikrobiote.

Maskarinec 1 suradnici (2019) povezali su vecu alfa raznolikost s prehranom koja je bogata

povréem, voéem i cjelovitim Zzitaricama odnosno prehranom koja je vise uskladena s
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mediteranskom. Takoder, vecu alfa raznolikost pokazala je grupa ispitanika ¢ija je prehrana bila
bogatija vlaknima s nizim unosom masti za razliku od grupe ispitanika ¢ija je prehrana bazirana
na masti s nizim udjelom vlakana (Maskarinec i sur., 2019). U istrazivanju provedenom od strane
Maldonado-Contreras i suradnika (2020) pokazana je negativna povezanost alfa raznolikosti s
povecanim udjelom vlakna kod ispitanika s dijabetesom tipa 2. Ovakva negativna povezanost
moze S objasniti prisutnoscu bolesti koja nadilazi promjenu prehrane ispitanika. lako ispitanici s
ovom bolesti najces¢e mijenjaju svoju prehranu nakon dijagnoze, takva promjena nije dovoljna
da dode do promjene u raznolikosti sastava crijevne mikrobiote (Maldonado-Contreras i sur.,
2020). Garcia-Mantrana i suradnici (2018) nisu nasli povezanost izmedu alfa raznolikosti i

uskladenosti prehrane s mediteranskom.

Slika 9 prikazuje alfa raznolikost kod skupina ispitanika ovisno o broju bodova dobivenih u

upitniku uskladenosti prehrane s mediteranskom.
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Slika 9. Alfa raznolikost grupe uzoraka prema broju bodova dobivenih u upitniku uskladenosti

prehrane s mediteranskom, prikazana observed_otus metrikom

Iz rezultata prikazanih slikama 8 i 9 ne moze Se utvrditi povezanost izmedu uskladenosti

prehrane ispitanika s mediteranskom i alfa raznolikosti njihove mikrobiote.
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Provedena je i analiza znacajnosti alfa raznolikosti po skupinama uskladenosti prehrane s
mediteranskom (slika 10) iz koje se moze zakljuciti da nema znacajne razlike u raznolikosti
mikrobiote s obzirom nauskladenost prehrane s mediteranskom. U skupini visoke uskladenosti
nalazi se samo jedan ispitanik $to Se ne moze promatrati kao referentnu skupinu na temelju koje
bi se mogao donijeti takav zakljuéak. Potrebno je provesti daljnja istraZivanja s ve¢im brojem

ispitanika koji imaju visoki stupanj pridrzavanja mediteranske prehrane.

Promatrana znafajnost

slaba (n=36)-
227
wisoho (n=1)-

srednje (n

Uskladenost prehrane ispitanika s mediteranskom

Slika 10. Analiza znacajnosti alfa raznolikosti po skupinama uskladenosti prehrane s

mediteranskim obrascem (slaba, srednja i visoka)

U ovom istrazivaCkom radu promatrana je i alfa raznolikost unutar skupina ovisno o nacinu
prehrane ispitanika. Od ispitanika se trazilo da svrstaju svoj nacin prehrane u jednu od iduc¢ih
kategorija: omnivorska (svejedi), veganska, vegetarijanska, prehrana za posebne potrebe
(dijabeticka prehrana, prehrana bez glutena, prehrana za bubrezne bolesnike i sl.). Jedan
ispitanik svoju prehranu nije svrstao u niti jednu kategoriju ve¢ je prehranu opisao kao izrazito
baziranu na mesu i hrani Zivotinjskog podrijetla s vrlo malo povréa i bez konzumacije voca.
Slika 11 prikazuje alfa raznolikost u skupinama uzoraka ovisno o nacinu prehrane svakog

pojedinog ispitanika.
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Slika 11. Alfa raznolikost mikroorganizama u skupinama ovisno o vrsti prehrane, prikazana

observed_otus metrikom

Iz slike 11 vidljivo je da najvecu alfa raznolikost ima skupina vegetarijanaca, dok najmanju alfa
raznolikost ima ispitanik ¢ija se prehrana bazira na mesu. Svejedi i ispitanici ¢ija je prehrana
prilagodena posebnim potrebama imaju vrlo sli¢nu alfa raznolikost, dok vegani imaju nesto
manju alfa raznolikost. Kod interpretacije rezultata bitno je naglasiti da skupini vegana pripada
Sest ispitanika, dok skupini vegetarijanaci pripadaju svega dva ispitanika. Iz tog razloga ove
skupine se ne mogu promatrati kao referentne te se ne moze donijeti konacan zakljucak.
Potrebno je provesti istrazivanja na vecem broju ispitanika koji se hrane ovakvim vrstama

prehrane.

U istrazivanju koje su proveli Losasso 1 suradnici (2018) promatran je sastav i1 raznolikost
mikrobiote kod vegana, vegetarijanca i omnivora. Ispitanici koji se hrane veganskom i
vegetarijanskom prehranu pokazali su znatno vecu alfa raznolikost od ispitanika koji se hrane
prehranom svejeda (Losasso 1 sur., 2018). Kohnert i1 suradnici (2021) proveli su istrazivanje u
kojem su promatrali sastav i raznolikost crijevne mikrobiote nakon veganske ili prehrane
bazirane na mesu u trajanju od 4 tjedna. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine, jedna skupina
je konzumirala prehranu bogatu mesom (> 150 g mesa na dan) dok se druga skupina pridrzavala

veganske prehrane.
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Uzorak stolice prikupljen je prije i nakon intervencije te je provedena analiza mikrobiote.
Rezultati nisu pokazali znacajnu razliku u alfa raznolikosti u promatranim skupinama ovisno o
vrsti prehrane (Kohnert i sur., 2021). Takoder, zna¢ajno manja alfa raznolikost povezana je s
ketogenom prehranom (prehranom koja se bazira na mesu i namirnicama zivotinjskog podrijetla

s niskim unosom ugljikohidrata) i u istrazivanju Olson i suradnika iz 2018. godine.

Raznolikost u sastavu mikrobiote ovisi 1 0 zdravstvenom statusu, odnosno prisustvu odredenih
bolesti kod domacina. Istrazivanja povezuju pojavu bolesti sa crijevnom disbiozom, odnosno
smanjenjem prisutnosti korisnih bakterija, smanjenjem bakterijske raznolikosti u sastavu
mikrobiote te poveéanjem prisutnosti Stetnih bakterijskih vrsta. Smanjena raznolikost u sastavu
crijevne mikrobiote posebice se povezuje s bolestima probavnog sustava, kao na primjer
sindroma iritabilnog crijeva i ulceroznog kolitisa. Canakis i suradnici (2020) primijetili su
smanjenu raznolikost u sastavu mikrobiote kod osoba koje pate od sindroma iritabilnog crijeva
u usporedbi sa zdravim pojedincima. Takoder, primijetili su povec¢anje udjela bakterija koljena
Firmicutes te smanjenje bakterija koljena Bacteroidetes, te povecanje udjela bakterija razreda
Clostridia i reda Clostridiales (Canakis i sur., 2020). Guo i suradnici (2020) uo¢ili su istu pojavu
kod osoba s ulceroznim kolitisom. Smanjena raznolikost u sastavu crijevne mikrobiote jedan je
od glavnih indikatora prisustva ulceroznog kolitisa. Zanimljivo je da su istrazivanja pokazala da
terapija transplantacijom fekalne mikrobiote vrac¢a raznolikost u sastavu mikrobiote kod osoba
s ulceroznim kolitisom. Istrazivanja pokazuju da i osobe s celijakijom pokazuju smanjen udio
korisnih bakterija te povecan udio $tetnih bakterija, odnosno disbiozu. Nakon prelaska na
prehranu bez glutena dolazi do povecanja raznolikosti crijevne mikrobiote, ali ta raznolikost nije
jednaka kao kod zdravih pojedinaca. Istrazivanje koje su proveli Marasco i suradnici (2016)
pokazalo je znacajno poboljsanje raznolikosti sastava crijevne mikrobiote kodpojedinaca na
bezglutenskoj prehrani u odnosu na one koji konzumiraju gluten, a boluju od celijakije. Novija
istrazivanja povezuju mentalne bolesti sa sastavom mikrobiote, a posebna vaZznost pridaje se
razumijevanju povezanosti mikrobiote i mozga (eng. gut-brain axis). Du i suradnici (2020)
pokazali su da pacijenti s depresijom imaju znacajno manju raznolikost crijevne mikrobiote za
razliku od zdravih pojedinaca. Takoder, pokazali su smanjenu raznolikost bakterija iz porodica
Lachnospiraceae i Ruminococcaceae te bakterija roda Lactobacillus i Bifidobacterium (Du i
sur., 2020). Slika 12 prikazuje alfa raznolikost mikrobiote ispitanika ovisno o prisutnosti
odredenih bolesti.
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Slika 12. Alfa raznolikost mikroorganizama u skupinama ovisno o prisustvu odredenih vrsta

bolesti, prikazana observed_otus metrikom

Iz slike 12 vidljivo je da najmanju alfa raznolikost imaju ispitanici koji boluju od sindroma
iritabilnog crijeva te ispitanici koji pate od depresije sto je u skladu s dosada$njim istrazivanjima.
Najvecu alfa raznolikost imaju ispitanici s ulceroznim kolitisom. Kako bi se mogli donijeti
zakljucci o alfa raznolikosti kod osoba koje pate od odredenih vrsta bolesti, potrebno je provesti

daljnja istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika.
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45.BETA RAZNOLIKOST

Osim alfa raznolikosti, u ovom istrazivatkom radu promatrana je i beta raznolikost uzoraka.
Beta raznolikost daje mjeru sli¢nosti izmedu promatranih uzoraka. Za prikaz rezultata koristena
je PCoA metoda (eng. Principal Coordinates Analysis) u kojoj su uzorci smjeSteni U
trodimenzionalni okvir te je udaljenost odredena UniFrac metrikom. KoriStene su tezinske (eng.
weighted) i netezinske (eng. unweighted) UniFrac udaljenosti. Tezinski prikaz uzima u obzir
prisutnost i zastupljenost pojedine bakterije, dok netezinski prikaz uzima u obzir samo prisutnost
pojedine bakterije. Slicnost uzoraka vidi se njihovom grupacijom na grafu — §to su tocke blize,

.....

prehrane ispitanika s mediteranskom, dok slika 14 prikazuje netezinsku beta raznolikost.

052 (7.113 %)
° O
®
O - L)
@ .. 9 ®e
M ‘o @ o @ o o -
o slabo
; ~ . ‘ . . ~ ‘ . srednje
.” . . visoko
® ¢ LI B
O
I ]
05 3 (5.430 %) =9 (62.84 %)

Slika 13. Tezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti s obzirom na uskladenost prehrane ispitanika

s mediteranskom
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Slika 14. Netezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti s obzirom na uskladenost prehrane

ispitanika s mediteranskom

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

skupinama.

Maldonado-Contreras i suradnici (2020) ustvrdili su pozitivnu korelaciju beta raznolikosti s
odredenim komponentama mediteranske prehrane kao na primjer veéim unosom povréa i
cjelovitih Zitarica, medutim, nisu ustvrdili povezanost beta raznolikosti s ukupnom uskladenosti
prehrane s mediteranskom. Do sli¢nog zakljucka su dosli i Maskarinec i suradnici (2019).
Povezali su beta raznolikost s ve¢im udjelom vlakana i manjim udjelom masti u prehrani, ali
takoder nisu utvrdili povezanost cjelokupne uskladenosti prehranes mediteranskom i beta

raznolikosti.
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Promatrana je i beta raznolikost uzoraka ovisno o vrsti prehrane ispi
vegetarijanska, prehrana za posebne potrebe i prehrana bazirana n
tezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti s obzirom na vrstu prehr

prikazuje netezinsku UniFrac udaljenost.

tanika (omnivori, veganska,
a mesu). Slika 15 prikazuje

ane ispitanika, dok slika 16

. Omnivori
052 (7113 OA)) .\/egani
. . © Posebne prehrambene potrebe
. @ Prehrana bazirana na mesu
’ @ Vegetarijanci
@ @ O. .
® ° ®
e ©® (1] )
® ® o @ ° @
® © 0 S
ol .
[ ® ®
®
®

0s 3 (5:430-%)

- 462 84 %)
0Ss1

Slika 15. Tezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti s obzirom na vrstu prehrane ispitanika
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Slika 16. Netezinski UniFrac prikaz beta raznolikosti s obzirom na vrstu prehrane ispitanika
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Kao $§to je prije spomenuto, vecu beta raznolikost u sastavu mikrobiote pokazuju osobe ¢ija je
prehrana bogata povréem, vocem, cjelovitim Zitaricama i s ve¢im udjelom vlakana, dok je kod
ispitanika Cija je prehrana bogata mastima i namirnicama zivotinjskog podrijetla primije¢ena

manja raznolikost ( Maldonado-Contreras i sur., 2020; Maskarinec i sur., 2019).

Iz slika 15 i 16 je vidljivo da nije doslo do grupacije uzoraka, tako da Sse ne moze utvrditi

povezanost izmedu nac¢ina prehrane ispitanika i beta raznolikosti u sastavu crijevne mikrobiote.
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5. ZAKLJUCCI

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

1. Natemelju rezultata dobivenih upitnikom o procjeni uskladenosti prehrane ispitanika
s mediteranskom prehranom mozemo zakljuciti kako prehrana vecine ispitanika nije

uskladena s mediteranskom prehranom.

2. Usporedbom taksonomske zastupljenosti mikroorganizama u skupinama
uskladenosti prehrane s mediteranskom nije uocena znacajna razlika u sastavu
crijevne mikrobiote, zastupljenosti koljena Bacteroidetes i Firmicutes, njihovog

medusobnog omjera niti zastupljenosti ostalih mikroorganizama crijevne mikrobiote.

3. Analizom alfa raznolikosti nije uoCena znacajna povezanost izmedu raznolikosti i
bogatstva sastava mikrobiote s uskladenosti prehrane s mediteranskom. Takoder, nije
uocena povezanost izmedu raznolikosti sastava crijevne mikrobiote te vrste prehrane

niti prisutnosti odredenih bolesti kod ispitanika.

4. Analizom beta raznolikosti te tezinskim 1 netezinskim prikazima nije uocena
grupacija uzoraka s obzirom na uskladenost prehrane s mediteranskom niti s obzirom

na vrstu prehrane ispitanika.

Potrebno je provesti daljnja istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika, boljom zastupljenosti po
dobnim kategorijama te vrsti prehrane kako bi mogli utvrditi povezanost uskladenosti prehrane
ispitanika s mediteranskom prehranom i sastavom crijevne mikrobiote. Takoder, potrebno je
ukljuciti nutricioniste koji bi ispunjavali upitnik o prehrambenim navikama zajedno s

ispitanicima kako bi se smanjila mogucnost zabune i davanja pogresnih odgovora.
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PRILOZI

PRILOG 1. UPITNIK PILOT PROJEKTA CRIJEVNA
MIKROBIOTA RADNO-AKTIVNE POPULACIJE RH

Pilot projekt: Crijevna mikrobiota radno-
aktivne populacije RH

Istrazivanje provode Institut za Antropolgiju i Prehrambeno-biotehnoloski fakultet Sveucilista u

Zagrebu s ciljem odredivanja sastava crijevne mikrobiote u zdravoj, radno-aktivnoj populaciji stanovnistva RH
koja bi se koristila kao kontrolna skupina u budu¢im istraZivanjima. IstraZivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo
Instituta za antropologiju. Istrazivanje ¢e biti provedeno u Republici Hrvatskoj. Pruzene informacije ¢e se
koristiti pri analizi Vaseg mikrobioma te se mogu koristiti sada i u budué¢nosti u znanstvenim publikacijama i
dodatnim istrazivanjima. Ispitivanjem ovog upitnika pristajem pruziti minimalne potrebne informacije bez
otkrivanja vlastitog identiteta i jam¢im da necu krivotvoriti informacije.

Crijevna mikrobiota je zajednica mikroorganizama (bakterije, arheje, gljive i virusi) koja zivi u nasim crijevima.
Ona se mijenja tijekom naseg zivota ovisno o prehrani, aktivnosti, zdravlju i mnogim drugim faktorima s kojima
se svatko od nas u Zivotu susrece i jedinstvena je u svakom pojedincu. Novija istrazivanja sve vecu vaznost pridaju
mikrobioti jer je "zdrava" mikrobiota povezana s pozitivnim zdravstvenim ishodima, dok se u sluc¢aju "nezdrave",
odnosno neuravnotezene mikrobiote, ona povezuje s bolestima u rasponu od sindroma iritabilnog crijeva preko
alergija do karcinoma. Zdrava crijevna mikrobiota jedan je od faktora koji pojedincu osiguravaju zdrav i aktivan

Zivot.

* Required

1. Molimo unesite Sifru s posudice za uzimanje uzorka stolice: *

2. Spol*
Mark only one oval.

Muski

Zenski

3. Dob*
Mark only one oval.

18-29
30 -39
40 - 49
50 - 59



4. Bracni status *
Mark only one oval.

ozenjen/udana

zivim u izvanbracnoj zajednici
rastavljen/a

slobodan/na

ne zelim odgovoriti

5. Obrazovanje *
Mark only one oval.

Osnovna skola
Srednja $kola

Visa skola
Prediplomski studij
Diplomski studij
Doktorat

ne zelim odgovoriti

6. Visina u centimetrima: *

7. Masa u kilogramima: *

8. Na koji nacin ste rodeni? *
Mark only one oval.

vaginalni porodcarski
rez

ne znam



9. Jeste li uzimali antibiotike u zadnja 3 mjeseca? *

Mark only one oval.

NE

10. Ako da, koji?

11.  Jeste li tjelesno aktivni? *
Mark only one oval.

D
A
NE

12. Koliko ste tjelesno aktivni na tjednoj bazi? *
Mark only one oval.

Manje od 1 satal
do 2 sata

2 do 3 sata

3 do 4 sata

Vise od 4 sata

13. Kojim tjelesnim aktivnostima se bavite? *

Check all that apply.

Hodanje
Trcanje
Biciklizam
Plivanje
Drustveni sportovi (nogomet, kosarka, odbojka, hokej...)Fitness,
aerobik, pilates, joga i sl.
Other:



14. Pusiteli? *
Mark only one oval.

Da
Ne

Bivsi sam pusac/ica

15. Moja prehrana se opcenito moze opisati kao prehrana: *
Mark only one oval.

svejeda
vegetarijanca
vegana

za posebne potrebe (dijabeti¢are, bubrezne bolesnike, sréane bolesnike...) Other:

16. Prosjec¢na ucestalost stolice? *
Mark only one oval.

Vise od 2 puta dnevno
Jednom do 2 puta dnevno
Jednom dnevno

Svaki drugi dan

Manje od 3 puta tjedno

Patim od zatvora (manje od 2 stolice tjedno)



17.  lzaberite uobicajeni tip stolice *

The Bristol Stool Form Scale

1 . . . ' Odvojene tvrde kuglice
W

. (poput ljesnjaka)
Poput kobasice, ali sa
2 jasno vidljivim kuglicama
2 Poput kobasice sa
3 w raspucanom povr$inom
4 J Poput kobasice, glatko

c s ~ . Mekane grudice s jasno
o S sy raspoznatljivim rubovima

6 . Komadiéi s nejasnim rubovima,
: konzistencije kase

4 ) Tt U potpunosti vodeno, bez
= == ikakvih &vrstih dijelova

Mark only one oval.

( )Tip1
(" )Tip2
( )Tip3
(. )Tip4
( )Tip5s
QTipG
(. )Tip7

Zivotni stil i zdravlje



18. Za sebe smatrate da ste: *
Mark only one oval.

Premrsav/a
Normalne tjelesne mase
Imam nekoliko kilograma viska

Pretio/la

19. Smatrate li da se debljate brzo? *

Mark only one oval.
Ne

Da

Samo ako dulje vrijeme previse jedem

20.  Zelite li biti u boljoj formi? *
Mark only one oval.

Da

Ne

21.  Sto radite da biste poboljiali zdravstveno stanje ili smanjili tjielesnu masu? *

Check all that apply.

Pokusavam se hraniti pravilnije

Pazim na veli¢inu porcija

Radim vjezbe izdrzljivosti (tréanje, hodanje, biciklizam, ples...)

Radim vjezbe za jacanje i tonus misica (sklekovi, dizanje utega, cu¢njevi, trbusnjaci..) Na
restrikcijskoj dijeti sam

Ne radim nista



22.  Ako zelite poboljsati formu, a ne uspijevate koji su razlozi koji Vas sprecavaju? *

Check all that apply.

Stres
Nedostatak vremena
Nedostatak potpore okoline
Financijski razlozi Nedostatak
informacija Nedostatak
upornosti

Other:

23.  Koliko prosjecno spavate dnevno? *
Mark only one oval.

Manje od 5 sati
Izmedu 51 7 sati

Vise od 7 sati

24.  Koliko prosjecno jedete obroka dnevno? *

Mark only one oval.

5i vise

25. Koliko cesto doruckujete? *
Mark only one oval.

svaki dan
ponekad
rijetko
nikad



26. Zarucak na poslu/skoli: *

Check all that apply.

donosite ru¢ak od doma
jedete hranu iz menze
jedete brzu hranu (fast food)
jedete grickalice
jedete slatkiSe
preskacete rucak

Other:

27. Koristite li umjetne zasladivace? *

Podrazumijevaju se saharin (E954), aspartam (E951), ciklamat (E952) i dr. Na deklaraciji prehrambenih proizvodanalaze se
istaknuti tekstualno ili kao E-brojevi

Mark only one oval.

Da
Ne

Zasebno ne, ali pijem/jedem proizvode koji ih sadrzavaju

28. Koliko ste Cesto naduti? *
Mark only one oval.

Nikad

1 mjesecno

2 - 3 puta mjesecno
1 tjedno

2 - 3 putatjedno

Svaki dan



29. Uzimate li neke od sljededih lijekova? *

Check all that apply.

Hormonalna terapija
Analgetici
Antidepresivi Dodaci
prehrani Statini
(kolesterol) Nista od
navedenog

Other:

30. Bolujete li od sljedecih bolesti/poremecaja: *

Check all that apply.

Artritis

Depresija

Problemi sa spavanjem
Astma

Sréane bolesti

Visok krvni tlak

Dijabetes

Sindrom iritabilnog crijeva
Crohnova bolest Ulcerozni
kolitis

Celijakija

Bolesti jetre

Hepatitis

Nista od navedenog

31. Kakav Vam je COVID-19 status? *

Check all that apply.

Prebolio/la
Cijepljen/na
Nista od navedenog

Ne Zelim odgovoriti



32. Alergican/na sam na: *

Check all that apply.

Pelud
Orasaste plodove (badem, lje$nak, orah, brazilski oras¢i¢, indijski oras¢i¢, pistacije...) Kikiriki
Voce (jagoda, kruska, banana, breskva, limun, naranc¢a, ananas, jabuka) Povrée
(rajcica, $pinat, kupus, paprika)
Meso (svinjetina, govedina, piletina, puretina)Ribe,
rakovi, skoljke i ostali mekusci
Zitarice s glutenom (p3enica, raz, je¢am, pir..) Zitarice bez
glutena (riza, kukuruz, proso, heljda...)Jaja i proizvode od
jaja
Mlijeko i mlije¢ne proizvode
Celer
Lupina/vugji bob
Soja i proizvodi od soje
Sezam
Sumporni dioksid i sulfiti
Goruscica
Nemam alergiju
Other:

33. Uzimate li probiotike? *
Mark only one oval.

Da
Ne

Ne kao dodatke prehrani, ali pijem probioticke jogurte



34. Uzimate li dodatke prehrani? *

Check all that apply.

Ne
Da, vitamine (C, E, multivitamine...) Da,
minerale (magnezij, cink, kalcij...)
Da, amino kiseline (BCAA, karnitin, glutamin
Da, proteinske dodatke (proteine sirutke, soje, konoplje...)Da,
vlakna (prebiotike)
Da, biljne suplemente (ginko, gospina trava, valerijana...)Omega 3
masne kiseline
Other:

Prehrambene navike

35. Koliko ¢esto konzumirate kavu? *
Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjesecno
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram



36. Koliko Cesto konzumirate caj? *

Pod ¢aj ubrajamo crni, zeleni, bijeli, zuti i oolong tip ¢aja

Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram

37. Koliko cesto konzumirate jedno serviranje alkoholnog pic¢a? *

Jedno serviranje alkoholnog pi¢a odgovara 30 mL Zestokog pi¢a, 150 mL vina i 330 mL piva

Mark only one oval.

Nikad

Manje od 1 mjese¢nol -
3 puta mjesecno

1 tjedno

2 - 3 puta tjedno

4 - 6 puta tjedno

1 dnevno

Vise puta dnevno



38. Koliko Cesto konzumirate 100-postotne prirodne sokove? *

Prirodni sok dobiven je cijedenjem voca/povréa uz dodatak vode i bez dodanog $ecera

Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram

39. Koliko Cesto konzumirate gazirana bezalkoholna pica? *
Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram



40. Koliko c¢esto konzumirate mlijeko i mlijeCne proizvode? *

Pod mlijeko ubrajamo sva mlijeka Zivotinjskog porijekla (kravlje, kozje, ov¢je...) i njhove preradevine (sir, jogurt,vrhnja...), a ne
ukljucujemo mlijeka dobivena iz biljnih sirovina (sojino, bademovo, kokosovo...)

Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram

41. Koliko ¢esto konzumirate voce? *

Odnosi se isklju¢ivo na svjeze, nepreradeno voce

Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram



42. Koliko Cesto konzumirate povrée? *

Ne ukljucuje krumpir

Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram

43. Koliko ¢esto konzumirate meso? *
Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram

44. Koliko ¢esto konzumirate ribu? *
Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram



45,  Koliko cesto konzumirate kruh i pekarske proizvode? *
Mark only one oval.

Vise puta dnevno Jednom
dnevno Nekoliko puta
tjedno Jednom tjedno
Nekoliko puta mjese¢no
Jednom mjese¢no
Nekoliko puta godisnje Ne

konzumiram

46.  Sto ste jucer jeli za doruc¢ak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu (npr, 2 kriske kruha s maslacem i marmeladom, zdjelicu mlijeka sé¢okoladnim
rizinim pahuljicama..)

47.  Sto ste jucer jeli za ru¢ak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu (npr. tanjur bistre juhe s tjesteninom, zagrebacki odrezak skrumpirom, zdjelica
zelene salate..)

48.  Sto ste jucer jeli za veceru? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. 2 jaja na oko i 2 kajzerice...)



49.

50.

51.

52.

53.

Sto ste prekjucer jeli za doruc¢ak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. 2 kobasice i 2 jaja na oko..)

Sto ste prekjucer jeli za rué¢ak? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. porciju variva od graska s noklicama i kobasicom)

Sto ste prekjucer jeli za veceru? *

Molimo navedite namirnice i procijenjenju koli¢inu ( npr. tanjur tjestenine s umakom od tune i rajcice)

Koristite li maslinovo ulje kao glavni izvor masnoca u kuhanju? *
Mark only one oval.

D
A
NE

Procijeniote koliko kuhinjskih Zlica maslinovog ulja konzumirate dnevno (ukljucuje ulje za
prZenje, u salatama, kad jedete vani...) *



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Koliko porcija povréa jedete dnevno (porcija =200g) ? *

Koliko porcija voca jedete dnevno (porcija = 200 g), ukljucujudi prirodne sokove ? *

Koliko porcija crvenog mesa ili mesnih preradevina (Sunka, kobasice...) jedete dnevno
(porcija =100-150 g) ?

Koliko porcija maslaca, margarina ili vrhnja jedete dnevno (porcija=12g) ?

Koliko zasladenih ili gaziranih napitaka pijete dnevno?

Koliko ¢asa vina pijete tjedno?

Koliko porcija mahunarki jedete tjedno (porcija = 150g) ? *

Koliko porcija ribe ili Skoljkasa jedete tjedno (riba porcija = 100-150g, Skoljkasi porcija =
200g) ? *

Koliko kupovnih slatkisa ili kolaca jedete tjedno? *

Koliko porcija orasastih plodova (ukljucujuci kikiriki) jedete tjedno (porcija = 30g) ? *



64. Volite li vise jesti piletinu, puretinu i zecetinu od junetine, svinjetine i kobasica? *
Mark only one oval.

Da

Ne

65. Koliko puta tjedno jedete povrce, tjesteninu ili rizu u umaku od rajcice? *



IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja MATEA SKARUPKA izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se

u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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