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1. UvOD

Nakon zavrSetka Projekta ljudskog genoma 2003., znanstvenici su shvatili da dekodiranje
ljudskog genoma nije dovoljno za razumijevanje ljudske biologije buduci da postoji veliki broj
mikroorganizama koji zive na i u ljudskom tijelu i znatno utjecu, pozitivno i negativno, na ljudski
zivot. Stoga su zapoceli novi projekt kojemu je fokus ljudski crijevni mikrobiom. Mikroorganizmi
koji nastanjuju gastrointestinalni trakt covjeka imaju vaznu ulogu u zdravlju i bolesti domacina.
Kako bi se bolje razumjela njihova uloga veliki broj znanstvenika istrazuje sto €ini ,,dobar* crijevni
mikrobiom, koji su mikroorganizmi korisni, a koji potencijalno stetni za domacina te mogu

uzrokovati bolesti.

U ovom radu ukratko je objaSnjena crijevna mikrobiota Covjeka, njezina funkcija,
¢imbenici koji utjecu na nju, povezanost s odredenim bolestima te nacin odredivanja crijevne
mikrobiote. Danasnji tehnoloski razvoj molekularnih alata i tehnika omogucio je znanstvenicima
detekciju 1 identifikaciju raznih bakterijskih vrsta koje nije moguce uzgojiti u laboratorijskim
uvjetima te razumijevanje njihovih uloga u normalnom radu organizma domacina. Kod zdravih
osoba sastav crijevne mikrobiote relativno je stabilan, ali je on podlozan razli¢itim promjenama
uslijed razlic¢itih ¢imbenika poput prehrane i okoline. Razumijevanje interakcija nutrijent-
domacin-mikrobiom omogucava otkrivanje zastupljenosti odredenih bakterijskih rodova,
povezanost s odredenim bolestima te u buduénosti moguénost prevencije razlicitih bolesti

manipulacijom crijevnog mikrobioma ili promjenom prehrane.

Cilj ovog rada bio je obrada bioloskih podataka u Microsoft Excelu te automatiziranje i
popunjavanje predloska u Microsoft Wordu. Provedeno je sekvenciranje 16S rRNA pomocu
[llumina MiSeq uredaja nakon ¢ega su podaci obradeni u QIIME 2 programu i Microsoft Excelu
koji su sluzili za popunjavanje predloska u Microsoft Wordu Kkoji je poslan svakom ispitaniku.
Dobiveni izvjestaji pruzaju svakom ispitaniku uvid u zastupljenost pojedinih bakterija na razli¢itim

taksonomskim razinama te njihov znacaj.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CRIJEVNA MIKROBIOTA COVJEKA

Ljudsko tijelo je ekosustav koji se sastoji od ljudskih stanica i trilijuna mikroorganizama
koji koloniziraju cijelo ljudsko tijelo kao $§to su: usna Supljina, koza, urinarni i gastrointestinalni
trakt. Pojam ,,mikrobiota“ odnosi se na sve mikroorganizme (arheje, bakterije, eukariotske
mikrobe, viruse i bakteriofage) koji se nalaze na odredenom mjestu kao $to je primjerice
gastrointestinalni trakt, dok se pojam ,mikrobiom™ odnosi na zbirku cjelokupne genetske
informacije mikrobiote (Valdes i sur., 2018). lako se ovi termini ¢esto koriste naizmjence mora se
naglasiti da nisu sinonimi i da ih treba razlikovati pri upotrebi. Crijevnu mikrobiotu sa¢injavaju
mikroorganizmi koji se nalaze u crijevima i zive u simbiozi s domaéinom, a nazivaju se jos i
komenzalnim ili prijateljskim bakterijama jer sprjeCavaju nekontrolirano Sirenje patogenih

bakterija.

Gastrointestinalni trakt ¢ovjeka predstavlja jednu od najvecih interaktivnih povrSina
(250-400 m?) izmedu domadéina, okolignih ¢imbenika i antigena u Covjekovom tijelu. On
pospjesuje procese probave i apsorpcije i sluzi kao povrSina na koju se mikroorganizmi vezu 1
koloniziraju je. Tijekom zivota, kroz ¢ovjekov gastrointestinalni trakt prode oko 60 tona hrane
zajedno s mikroorganizmima. Fizioloski uvjeti poput pH, sadrzaja zu¢i i vremena prolaska
pridonose razli¢itim mikrobnim zajednicama koje nastanjuju gastrointestinalni trakt. Za razliku od
mnogih organa u tijelu, ljudski gastrointestinalni trakt sadrZi trilijune mikroorganizama.
Procjenjuje se da ljudski gastrointestinalni trakt nastanjuje vise od 10'* mikroorganizama
(Thursby 1 Juge, 2017), pa tako humani mikrobiom ima i do stotinu puta vec¢i broj gena od ljudskog
genoma (Rossen i sur., 2018). Humani genom broji oko 23 000 funkcionalnih gena, dok
bakterijskih gena ima oko 3 milijuna. Geni mikroorganizama kodiraju za razli¢ite mikrobne
metabolite koji se otpustaju u crijeva domacina, apsorbiraju i distribuiraju tijelom te svojim

funkcijama doprinose metabolizmu domacina.

Mikroorganizmi koji nastanjuju gastrointestinalni trakt uvelike doprinose ljudskom
zdravlju i dobrobiti, a najzastupljenije bakterije u normalnom, zdravom probavnom sustavu
Covjeka su iz Firmicutes i Bacteroidetes (sinonim Bacteroidota) koljena (Yang i sur., 2009), zatim
slijede Actinobacteria i Verrucomicrobia (Jandhyala i sur., 2015). Mikroorganizmi imaju brojne



uloge, a neke od njih su da sluze kao prepreka protiv proliferacije patogenih mikroorganizama,
pomazu u razvoju imunoloskog sustava, oblikuju crijevni epitel, imaju vaznu ulogu u apsorpciji
hranjivih tvari i minerala, sintezi vitamina, aminokiselina i enzima, razgradnji toksina i lijekova te
proizvodnji kratkolancanih masnih kiselina (engl. short chain fatty acids, SCFA). Glavne SCFA
koje nastaju su acetat, propionat i butirat koje osiguravaju energiju epitelnim stanicama i
poboljsavaju integritet epitelne barijere. Poznato je da nas crijevni mikrobiom evoluira s nama i
da promjene u ovoj populaciji mogu imati velike posljedice, korisne, ali i §tetne po ljudsko zdravlje
te da na njegov sastav utjecu brojni ¢imbenici kao $to su: prehrana, na¢in zivota, genetika, starosna
dob i ostalo. Stoga moze do¢i i do naruSavanja mehanizama §to za posljedicu ima promjenu
mikrobnog sastava poznatog kao disbioza (Thursby i Juge, 2017). U slucaju disbioze i narusavanja
homeostaze, mikroorganizmi mogu izazvati bolesti. Ovi podaci govore koliko je mikrobiota i
njezina raznolikost vazna u ljudskom organizmu. Nedavno visokoproduktivno sekvenciranje
neovisno o kulturi uvelike je prosirilo repertoar poznatih mikroba u nasem tijelu i doprinijelo
boljem razumijevanju uloge mikroorganizama u ljudskom tijelu jer se samo mali dio

mikroorganizama moze uzgajati.

2.2. FUNKCIJA CRIJEVNE MIKROBIOTE

Klju¢ne funkcije mikroorganizama koji nastanjuju ljudski gastrointestinalni trakt
povezane su s metabolizmom, regulacijom imunoloskog sustava i zastitom od patogena. Razliciti
geni unutar mikrobne zajednice osiguravaju veliki broj enzima i biokemijskih puteva koji se
razlikuju od domacinovih. Pa tako, mikrobi koji nastanjuju probavni sustav domacina mogu
stvarati hranjive tvari iz supstrata koje domacin ne moze probaviti. Primjerice, ksiloglukan koji se
nalazi u povrcu kao §to je zelena salata i luk probavlja odredena Bacteroides vrsta. 92 % osoba
sadrzi barem jednu Bacteroides vrstu koja je sposobna razgraditi ksiloglukan. Fermentacijom
ugljikohidrata, u debelom crijevu, nastaju kratkolan¢ane masne kiseline: butirat, propionat i acetat
koje su bogat izvor energije za domacina, vazne su za modulaciju imunoloskog odgovora i
tumorigenezu u crijevima (Shreiner i sur., 2015). Acetat proizvode mnoge bakterije dok kod
proizvodnje butirata prevladavaju bakterije Firmicutes koljena, a kod propionata Bacteroides vrste
(Rowland i sur., 2018). Crijevna mikrobiota bitna je takoder u sintezi mikronutrijenata kao §to je
vitamin K i vec¢ina ¢lanova vitamina B skupine topivih u vodi. Vitamin K koji je neophodan u

podizanju lipoproteina visoke gustoée (engl. High density lipoproteins, HDL) i snizavanju



kolesterola, anaerobno sintetiziraju bakterije: Bacteroides fragilis, Eubacterium lentum,
Enterobacter agglomerans, Enterococcus faecium. Vitamine B5 i B12 sintetizira isklju¢ivo
crijevna mikrobiota, a djeluju kao koenzimi i potrebni su za normalno funkcioniranje zivéanog

sustava (Rossen i sur., 2018).

Nadalje, mikroorganizmi koji nastanjuju gastrointestinalni trakt bitni su u zastiti
domacina. Mnoge bakterije izravno inhibiraju patogene natjecuci se za hranjive tvari ili poti¢uci
proizvodnju inhibicijskih tvari poput bakteriocina i antimikrobnih tvari. Primjerice, komenzalna
bakterija Bacteroides thetaiotaomicron koristi ugljikohidrate koje koristi i patogen Citrobacter
rodentium sto dovodi do kompetitivnog isklju¢ivanja patogena iz crijeva. Zatim, proizvodnjom
kratkolanc¢anih masnih kiselina kao $to je butirat, smanjuje se ekspresija nekoliko gena virulencije
Salmonella enterica. Lu¢enjem bakteriocina, turicin CD kojeg proizvodi bakterija Bacteroides
thuringiensis, izravno se cilja na bacile i klostridije koje stvaraju spore. Jo§ jedan od mehanizama
crijevne mikrobiote koji ima izravan inhibitorni u¢inak na patogene je proizvodnja zucne kiseline.
Zuénu Kiselinu proizvedenu u jetri, a zatim dopremljenu u dvanaesnik modificira crijevna
mikrobiota u veliki broj sekundarnih Zu¢nih kiselina koje mogu djelovati kao antibakterijski
¢imbenici. Pokazano je da iscrpljivanjem mikroba ukljucenih u konvertiranje primarnih zu¢nih
kiselina u sekundarne pogoduje kolonizaciji gastrointestinalnog trakta bakterijom C. difficile
(Rolhion i Chassaing, 2016).

Jo§ jedna vaZzna uloga crijevne mikrobiote je u pobudivanju, obuci i regulaciji
imunoloskog odgovora. Interakcije izmedu mikroba 1 imunoloSkog sustava ovise o metabolitima 1
receptorima koji aktiviraju ili inhibiraju signalne puteve koji mogu biti korisni ili Stetni za zdravlje
domacina. Mikrobiota se uspostavlja tijekom rodenja i sklona je fluktuacijama zbog promjene
okolisa i prehrane, a nakon 2-3 godine starosti mikrobna zajednica se stabilizira. Istrazivanja na
misevima bez mikroorganizama (engl. germ free, GF) pokazala su da tijekom ranog postnatalnog
razdoblja vaznu ulogu u sazrijevanju imunoloskog sustava ima interakcija izmedu imunoloskog
sustava i crijevne mikrobiote. GF miSevi, iako postoji razlika i varijante, su misevi bez prisustva
ikakvih mikroorganizama, okoceni carskim rezom i potom stavljeni u izolator koji sprjecava
izlaganje miSeva mikroorganizmima. Hrana, voda i zrak koju misevi koriste moraju biti sterilni.
Kod takvih miSeva pokazano je da odsutnost crijevne mikrobiote ima dubok ué¢inak na strukturni

i funkcionalni razvoj imunoloskog sustava. Negativno utjeCe na formiranje limfoidnih organa, te



utjece na smanjen broj CD4 stanica, smanjenu proizvodnju IgA i manje Thl stanica. Strukturne
abnormalnosti bile su najupecatljivije u blizini sluznice §to govori da interakcije mikroba izravno
moduliraju razvoj limfnih struktura povezanih s crijevima (eng. Gut-associated lymphoid
structures, GALTs). Thl odgovori mogu se obnoviti kolonizacijom domacina razli¢itim
mikroorganizmima, primjerice Listeria monocytogenes poti¢e razvoj Thl kroz makrofagnu
proizvodnju faktora stimulacije T stanica, interleukina 12 (Tibbs i sur., 2019). Pokazano je da
bakterije reda Clostridiales, segmentirane filamentozne bakterije, specificno induciraju
diferencijaciju mukoznih Th17 stanica u lamini propriji crijeva, one zauzvrat luce proupalne
citokine IL-17 i IL-22. IL-22 inducira proizvodnju antimikrobnih proteina pa miSevi kojima su
davane segmentirane filamentozne bakterije bili su otporniji na infekciju s C. rodentium (Sassone-
Corsi i Raffatellu, 2015).

2.3. ODREDIVANJE SASTAVA MIKROBIOTE

Posljednjih godina postalo je jasno da su taksonomska i funkcionalna raznolikost
mikrobiote uvelike podcijenjene. Svojstva ljudskog mikrobioma i interakcija izmedu domacina i
mikrobiote uglavhom su bile nepoznate zbog tehnoloskih ograni¢enja, posebice kod
mikroorganizama koji se ne mogu uzgajati. Razumijevanje mikrobiote evoluiralo je tijekom
godina, prvenstveno zbog metoda identifikacije mikroorganizama koje su dozivjele velike
promjene tijekom vremena. Prije razvoja molekularnih metoda koristile su se metode kojima su
izolirane Ciste stanicne kulture, nakon c¢ega je slijedila fenotipizacija uzgojenih bakterija
koriStenjem morfoloskih 1 biokemijskih karakteristika. Nedostatci ove metode su: nemoguénost
uspostave sloZenih uvjeta crijevnog okoliSa i nemoguénost kultiviranja velikog broja bakterija.
Kako bi se prevladala ova ograniCenja, razvijeno je nekoliko molekularnih pristupa. Odabir
metode ovisi 0 vrsti uzorka, njegovoj kvaliteti, cijeni eksperimenta i podacima koje znanstvenici
zele dobiti. Posljednja dva desetljeca, nakon otkri¢a 16S rRNA i pojave visokouc¢inkovitih metoda

sekvenciranja, crijevni mikrobiom uvelike je zainteresirao znanstvenike.

2.3.1. Metode bazirane na sekvenciranju
Metode bazirane na sekvenciranju koje se koriste u istrazivanju mikrobioma ukljucuju

razne pristupe — sekvenciranje amplikona, metagenoma i metatranskriptoma.



Sekvenciranje amplikona podrazumijeva sekvenciranje umnozenih sljedova gena PCR
(engl. polymerase chain reaction) tehnikom, u nasem slucaju 16S rRNA gena. 16S rRNA geni
prisutni su u gotovo svim bakterijama, kodiraju za malu podjedinicu ribosoma, dugacki su oko
1500 nukleotida i sastoje se od konzerviranih i 9 hipervarijabilnih regija (V1-V9) sto je prikazano
na slici 1. Varijabilne regije Kkoriste se za taksonomsku Klasifikaciju razli¢itih mikrobnih
organizama te pruzaju informacije 0 njihovom smjeStaju unutar taksonomske hijerarhije,
ukljucujuéi organizme koji Se ne mogu uzgojiti u laboratoriju, dok prisutnost konzerviranih regija
omogucuje dizajniranje pocetnica (Thomas, 2015). Sekvenciranje 16S rRNA gena zapocinje
izolacijom DNA iz uzorka, nakon toga slijedi PCR gdje se koriste pocetnice koje ciljaju specifi¢nu
regiju gena kako bi se umnozio odredeni dio gena, zatim slijedi sekvenciranje i analiza podataka.
16S rRNA jedan je od naj¢esc¢e koristenih markera jer je (i) prisutan u gotovo svim bakterijama,
(i) funkcija gena tijekom vremena je nepromijenjena i (iii) dovoljno je velik za informacijske
analize. Sekvenciranje amplikona je jeftino, moze se primjenjivati na uzorke kontaminirane
domacd¢inovom DNA i ne zahtjeva prethodnu bakterijsku kulturu, ali je najeS¢e ogranieno

nedovoljnom rezolucijom dobivenih podataka.
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Slika 1. Prikaz 16S rRNA gena s konzerviranim i varijabilnim regijama (prema Fasesan i sur.,
2020)

Metoda metagenomskog sekvenciranja sekvencira svu DNA prisutnu u uzorku.
Omogucuje proucavanje bakterija, gljivica, DNA virusa i drugih mikroba. Prosiruje taksonomsku
rezoluciju na vrstu ili razinu soja i omogucava sklapanje cijelih mikrobnih genoma iz kratkih
¢itanja sekvenci DNA. Medutim, ova metoda ne moze razlikovati dolazi li genomska DNA iz
stanica koje su vijabilne ili ne, te je relativno skupa priprema, sekvenciranje i analiza uzorka (Qian
i sur., 2020).



Metatranskriptomsko sekvenciranje koristi RNA za profiliranje transkripcije u
mikrobiomima i tako daje informacije o ekspresiji gena. Metatranskriptomika omogucuje bolji
uvid u usporedbi s metagenomikom, budu¢i da moze otkriti detalje o populacijama koje su
transkripcijski aktivne, a ne samo identificirati genetski sadrzaj bakterijskih populacija. Ukljucuje
izolaciju ukupne RNA iz bakterija koje koloniziraju podruc¢je od interesa. Ukoliko se radi o
eukariotskoj RNA, ona se moze selektirati sintetiziranjem CDNA pomocu oligo-d(T) poCetnica jer
eukariotska RNA sadrzi poli-A rep. S druge strane, prokariotska RNA nema poli-A rep pa su
razvijeni razli¢iti pristupi za rjeSavanje ovog problema. Nedostatci ove metode su: izolacija
visokokvalitetnih uzoraka RNA iz nekih bioloskih uzoraka, moguénost kontaminacije s
domacdinovom RNA (biopsija) §to za posljedicu ima povecanje troskova i komplikacije pri analizi
podataka, mRNA ima kratak poluzivot pa moze biti tesko detektirati brze kratkotrajne odgovore
na okolis te prisutnost MRNA nije uvijek sinonim za prisutnost proteina (Bashiardes i sur., 2016).

2.4. OMJER FIRMICUTES/BACTEROIDETES

Opisivanje sastava i1 sloZenosti crijevne mikrobiote vazno je za definiranje njezinih
ucinaka na cjelokupno ljudsko zdravlje. Ljudska crijevna mikrobiota uglavnom se sastoji od dva
dominantna bakterijska koljena Firmicutes i Bacteroidetes, ukljucujuéi i druga subdominantna
koljena: Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria i Tenericutes.
Firmicutes i Bacteroidetes kod zdravih osoba predstavljaju otprilike 90 % cjelokupnog sastava
crijevne mikrobiote (Stojanov i sur., 2020). Ni u jednom drugom ekosustavu ova dva tipa se ne
manifestiraju na tako dominantan nacin. Na sastav crijevne mikrobiote uglavnom ne utjecu akutni
poremecaji jer mu njegova plastiénost omogucéava brzi povratak na pocetni sastav. Medutim,
kontinuirana izlozenost razli¢itim ¢imbenicima poput stresa, konzumacije prehrambenih aditiva i
zagadivaca kao Sto su teski metali, antibiotici, organski zagadivaci 1 mikotoksini mogu kroni¢no
promijeniti sastav te rezultirati disbiozom. Disbioza crijeva povezana je s razli¢itim patoloskim
stanjima koja utjeCu na gastrointestinalni trakt, imunoloski sustav, sredi$nji Ziv€ani sustav te

energetski metabolizam domacina.

Omijer Firmicutes/Bacteroidetes ima vazan utjecaj u odrzavanju normalne crijevne
homeostaze te je povezan s nekoliko patoloskih stanja. Stoga je karakterizacija bakterijskih
populacija ukljucenih u disbiozu vazna jer bi mogla pomo¢i u usvajanju alternativnih strategija

kod upravljanja bolesti. Na primjer, povecanje patogenih vrsta moglo bi se lijeciti ciljanim
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antimikrobnim terapijama, a nestanak korisnih bakterija mogao bi se rijesiti primjenom specifi¢nih
probiotika (Magne i sur., 2020). Povecanje broja specifi¢nih vrsta Firmicutes i Bacteroidetes
dovodi do pretilosti i upale crijeva. Firmicutes koljeno ukljucuje Gram-pozitivne bakterije s krutim
ili polu-krutim stani¢nim stijenkama koje su pretezno iz rodova Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus i Ruminococcus. S druge strane, koljeno Bacteroidetes obuhvaca oko
7000 razlicitih vrsta Gram-negativnih bakterija koje su pretezno iz rodova Bacteroides, Alistipes,
Parabacteroides i Prevotella. Pokazano je da je najvarijabilnije koljeno Proteobacteria koje
pridonosi dishiozi i korelira sa smanjenjem Firmicutes koljena i opéom mikrobnom raznoliko$éu
kod upalne bolesti crijeva. Pripadnici Bacteroidetes koljena uglavnom nastanjuju distalni dio
crijeva i kodiraju veliki broj enzima aktivnih na ugljikohidratima pa tako sudjeluju u opskrbi
energije dobivene fermentacijom neprobavljivih polisaharida (Stojanov i sur., 2020; Johnson i sur.,
2017).

2.5. FAKTORI KOJI UTJECU NA MIKROBIOTU CRIJEVA

Tijekom godina moze do¢i do promjene crijevne mikrobiote uslijed razli¢itih ¢imbenika
kao $to su prehrana, genetika domacina, dob, na¢in zivota, upotreba antibiotika, posjedovanje
ku¢nih ljubimaca i ostalo. Svi navedeni ¢imbenici u konacnici utje¢u na sastav, raznolikost i
funkcionalnost crijevnog mikrobioma. Promjene mogu dovesti i do poremecaja u crijevnoj
mikrobioti koji je povezan s nekoliko bolesti ukljucujuci upalne bolesti crijeva, alergije, pretilost,
dijabetes, kardiovaskularne bolesti. Moduliranjem sastava i raznolikosti, kao S$to je koristenje
probiotika, prebiotika i transplantacijom fekalne mikrobiote, mogu se posti¢i povoljne promjene u
strukturi i funkcijama mikrobiote (Hasan i Yang, 2019). U nastavku su opisani i prikazani na slici

2 neki od faktora koji utjecu na mikrobiotu crijeva.
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Slika 2. Cimbenici koji utje¢u na crijevnu mikrobiotu (prema Cresci i 1zzo, 2018)

2.5.1. Hrana

Najces¢i 1 glavni sastojci u ljudskoj prehrani su proteini, masti 1 ugljikohidrati, a njihova
vrsta 1 koli¢ina utjecu na sastav crijevne mikrobiote. Ugljikohidrati su glavni izvor energije kod
ljudi i dijele se na probavljive i neprobavljive ugljikohidrate. Probavljivi ugljikohidrati, skrob i
Seceri (glukoza, fruktoza, saharoza, laktoza), razgradit ¢e se u tankom crijevu pomocu enzima.
Pokazano je da prehrana bogata glukozom, fruktozom i saharozom iz datulja povecava broj
Bifidobacteria i smanjuje broj roda Bacteroides. Uloga neprobavljivih ugljikohidrata (vlakna,
rezistentni Skrob) je da sluZe kao energija mikrobima koji se nalaze u debelom crijevu, sprjecavaju
adheziju patogenih mikroba te poti¢u imunolosko sazrijevanje i daju smjernice u sazrijevanju
crijevnog mikrobioma. U tu svrhu, u Kini, proizvode se galaktooligosaharidi i fruktooligosaharidi
koji se dodaju formulama za dojen¢ad. Fermentacijom vlakana u debelom crijevu smanjuje se pH
na 5,5-6,5 ¢ime se usporava rast Gram-negativnih patogena poput Salmonella i Escherichia coli
bakterija. Kod kroni¢nog nedostatka vlakana, crijevni mikrobi probavit ¢e glikoprotein sluzi te
erodirati sluznu barijeru debelog crijeva. Istrazivanja su pokazala da nedostatak dijetalnih vlakana
u prehrani moze biti uzrok dijabetesa tipa 2. S druge strane, konzumiranje 25-38 g vlakana svaki
dan smanjuje rizik od nastajanja dijabetesa tipa 2 za 20-30 % (Su i Liu, 2021; Singh i sur., 2017).
Prehrana bogata mastima i proteinima animalnog podrijetla povezana je s ve¢im brojem Alistipes

i Bacteroides vrsta, te smanjenjem Faecalibacterium vrste (Kolodziejczyk i sur., 2019).



Takoder, pokazano je da osobe ¢ija se prehrana bazira na mediteranskoj prehrani, koju
karakterizira uravnoteZzen unos voca, povrca, zitarica i masti, imaju manji broj Bacillaceae i
Proteobacteria, a veé¢i Clostridium i Bacteroidetes. Nadalje, vegetarijanska prehrana prepoznata
je kao zdrava i korisna jer $titi domacina od raznih kroni¢nih, metabolickih i upalnih poremecaja.
Kod djece koja su se hranila vegetarijanskom hranom bogatom biljnim polisaharidima, vlaknima
i Skrobom primije¢eno je znatno povecanje broja Firmicutes, Xylanibacter, Bacteroidetes i
Prevotella bakterija u usporedbi s djecom koja su jela europsku hranu bogatu ugljikohidratima. S
druge strane, visoke koncentracije amonijaka povezane su s razvojem malignih izraslina. Stakori
hranjeni hranom bogatom proteinima izoliranih iz sirutke ili onom s cisteinom ili treoninom
rezultirali su znacajnim poveéanjem broja Bifidobacterium i Lactobacillus rodova u njihovom

izmetu (Riaz Rajoka i sur., 2017).

2.5.2. Antibiotici

Jednim od najvecih medicinskih napredaka 20. stolje¢a smatra se razvoj antibiotika koji
se koriste za sprjeCavanje proliferacije bakterijskih patogena, a time i1 za lijeCenje bakterijskih
infekcija. Medutim, nagli porast upotrebe antibiotika u 21. stoljecu glavni je razlog za zabrinutost
jer antibiotici ne djeluju samo na bakterije koje uzrokuju infekcije. Primjena antibiotika ima
negativni u¢inak na crijevnu mikrobiotu i imunitet domacina, a ovisi 0 vrsti antibiotika, njegovom
mehanizmu, dozi i vremenu lijeCenja. LijeCenje antibioticima dovodi do vece zastupljenosti gena
koji su odgovorni za rezistenciju na antibiotike, promjene bakterijskih metabolita, poremecaja u
bakterijskoj signalizaciji i izlu¢ivanju antimikrobnih peptida i deregulacije crijevnih imunoloskih

stanica (Zhang i sur., 2019).

Koristenjem antibiotika smanjuje se ukupna raznolikost vrsta crijevne mikrobiote,
unistavaju Se patogeni, ali i korisne bakterije $to dovodi do disbioze, odnosno poremecaja u
normalnoj crijevnoj mikrobioti i rasta nezeljenih mikroorganizama. Antibiotici eliminiraju
osjetljive sojeve i daju prednost rasta sojevima otpornim na antibiotike. Istrazivanjima se pokazalo
kako razli¢iti antibiotici ili njihove kombinacije imaju razli¢ite antimikrobne spektre te rezultiraju
razli¢itim promjenama u mikrobiomu. Na primjer, klindamicin je jedan od najces¢e koristenih
antibiotika Sirokog spektra. On cilja anaerobne bakterije koje su klju¢ne za odrZzavanje zdravih
crijeva $to uzrokuje promjenu u crijevnoj mikrobioti i dovodi do prekomjernog rasta Clostridium

difficile, a posljedica je moguc¢i pseudomembranozni kolitis (Yang i sur., 2021). U lijecenju
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Helicobacter pylori gdje se upotrebljava klaritromicin dolazi do smanjenja populacije
Actinobacteria (Jakobsson i sur., 2010), a vankomicin smanjuje fekalnu mikrobnu raznolikost i
apsolutni broj Gram-pozitivnih bakterija, posebice Firmicutes vrste (Zhang i sur., 2019). Takoder,
pokazano je da koriStenje antibiotika u djetinjstvu povezano s razvojem pretilosti, astme, alergija

i IBD (engl. inflammatory bowel disease) kasnije u zivotu (Ramirez i sur., 2020).

2.5.3. Utjecaj tjelovjezbe

Tjelesna aktivnost ima vrlo bitnu ulogu u prevenciji niza bolesti. Klju¢na je za
odrzavanje metaboli¢ke i kardiovaskularne kondicije te poboljSanje mentalnog zdravlja. Nedavna
istrazivanja pokazala su da se tjelesnom aktivno$éu povecava raznolikost mikrobiote, 0dnosno
udio mikroorganizma i metabolita koji doprinose zdravlju crijeva. Povecana bioraznolikost
povezuje se s boljim zdravljem, dok je smanjena bioraznolikost povezana s gastrointestinalnim

bolestima poput IBD i IBS (engl. irritable bowel syndrome).

Clarke i sur. proveli su istrazivanje kod profesionalnih igraca ragbija i ustanovili da
igraci imaju vecu alfa raznolikost od skupine ljudi koja se ne bavi nikakvom tjelesnom aktivnoscu.
Zatim, istrazivanje provedeno kod Zena koje su vjezbale najmanje 3 sata tjedno pokazalo je da
imaju veci broj Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia hominis, Akkermansia muciniphila. F.
prausnitzii i R. hominis vrsta koje su poznate po proizvodnji butirata, a Akkermansia muciniphila
se povezuje s poboljsanim metaboli¢kim zdravljem. Sportasi pokazuju nize razine bakterija iz
Bacteroidetes i ve¢i broj iz Firmicutes koljena (Gomaa, 2020; Mailing i sur., 2019). S druge strane,
vazno je znati da iscrpljujuce tjelesne aktivnosti mogu dati suprotne rezultate, poti¢uéi disbiozu
koja pogoduje upali i1 stvara negativne posljedice poput dehidracije, imunosupresije 1 povecane

propusnosti crijeva (Wegierska i sur., 2022).

2.6. BOLESTI POVEZANE S MIKROBIOTOM

,»Sve bolesti pocinju u crijevima® — izreka je starogrckog lije¢nika Hipokrata od prije
gotovo 2500 godina. Mikrobiota crijeva nedavno je postala glavni predmet klinic¢kih istrazivanja.
Crijevni mikrobi mogu biti potencijalno Stetni ukoliko dode do disbioze crijeva $to moze
uzrokovati razli¢ite bolesti poput kardiovaskularnih, bolesti diSnog sustava, dijabetesa, IBD-a
mozga, raka, bolesti jetre, itd. Disbioza se odnosi na neuravnotezenost mikrobnih vrsta, obi¢no se

povezuje s oSte¢enom funkcijom crijevne barijere i upalnom aktivno$c¢u. Glavne karakteristike
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disbioze su gubitak korisnih mikroba, Sirenje Stetnih mikoorganizama 1 gubitak mikrobne
raznolikosti. Mikroorganizmi proizvode metabolite koji su pokreta¢i razli¢itih procesa, pa je

zdravlje domacina usko povezano s uravnotezenim odnosom mikroorganizama.

2.6.1. Rak debelog crijeva i zeluca

Konzumacija preradenog mesa ili mesa przenog na visokim temperaturama pospjesuje
nastanak raka jer dolazi do stvaranja mutagenih i kancerogenih spojeva: N-nitrozo spojeva,
heterociklickih amina i policikli¢kih aromatskih ugljikovodika. Zabiljezeno je 1 povecanje
bakterijskih vrsta Alistipes i Fusobacteria koje su uklju¢ene u metabolizam aminokiselina. S druge
strane, kod osoba koje su konzumirale bijelo meso zabiljezene su korisne bakterije poput
Lactobacillus roda u ve¢em broju (El-Sayed i sur., 2021). Neprobavljene komponente hrane koje
dospijevaju u debelo crijevo anaerobni mikrobi preraduju i nastaje Sirok raspon metabolita. Neki
od metabolita su korisni poput kratko lan¢anih masnih kiselina, glukoze, sukcinata, D-laktoze i L-
laktoze, dok neki mogu biti i destruktivni. Ve¢ spomenuti dusikovi spojevi (N-nitrozo spoj)
pokazuju kancerogeni u¢inak koji imaju potencijal pospjeSivanja tumorigeneze putem mutacije
alkilacijom DNA (Vandana i sur., 2020). Konzumiranjem hrane koja sadrzi visok udio zivotinjskih
bjelancevina 1 masti te nizak udio vlakana povezana je s ve¢im rizikom razvoja raka debelog
crijeva, dok prehrana bogata vo¢em, povréem i cjelovitim Zitaricama smanjuje rizik. Pokazano je
da ljudi koji imaju rak debelog crijeva imaju veci broj Klebsiella, Escherichia coli, Streptococcus
i Enterococcus, a manju koli¢inu Rothia bakterija (Gomaa, 2020). Crijevni mikroorganizmi imaju
sposobnost voditi Karcinogenezu putem metabolita i molekula koje utjeCu na odgovore
domacinovih epitelnih 1 imunoloSkih stanica. Stoga izlu¢ene molekule mogu sluziti kao

biomarkeri.

Rak zeluca je medu najceS¢im rakovima kod ¢ovjeka. Korpus predominantni gastritis
uzrokuje Helicobacter pylori i dovodi do tzv. hipoklorhidrije, odnosno smanjene proizvodnje
zelucane kiseline Sto moze uzrokovati atroficni gastritis, rani stadij raka zeluca. Niska zeluCana
kiselina pogodna je za bakterije koje stvaraju kancerogene N-nitrozo spojeve koji uzrokuju
oSte¢enje DNA 1 poticu karcinogenezu zeluca. Epidemioloska izvje$¢a pokazala su da je visok

unos soli povezan s infekcijom Helicobacter pylori (Vandana i sur., 2020).
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2.7.2. Upalne bolesti crijeva

Upalna bolest crijeva (IBD) je kroni¢na imunoloski posredovana bolest koja zahvaca
gastrointestinalni trakt. Crohnova bolest (engl. Crohn disease, CD) i ulcerozni kolitis (engl.
Ulcerative colitis, UC) svrstavaju se u upalne bolesti crijeva te su postale globalna bolest i
predstavljaju jedan od najvecih problema danasnjice jer su sve ucestalije i obolijevaju osobe
razli¢ite zivotne dobi. Tijekom aktivne upale bakterijska raznolikost je smanjena, a sastav
crijevnog mikrobioma varira ovisno o lokaciji duz gastrointestinalnog trakta. Usporedujuci osobe
oboljele od IBD-a s zdravim osobama, pokazana je bakterijska disbioza karakterizirana: (i)
smanjenom raznoliko$¢u crijevne mikrobiote, (ii) smanjenom stabilno$¢u zajednice, (iii)
neuravnotezeno$¢u patogenih i komenzalnih bakterija (smanjenje koljena Actinobacteria,
Firmicutes i Bacteroidetes, i povecanjem patogenih Proteobacteria bakterija). Firmicutes i
Bacteroidetes su primarni proizvodaci energetskih supstrata za crijevne epitelne stanice i
protuupalna sredstva, ukljucujuci butirat i druge kratkolanane masne kiseline. Pa tako, fekalni
uzorci osoba oboljelih od IBD-a pokazuju smanjenu koli¢inu SCFA. Bakterije iz koljena
Proteobacteria povezane su s proupalnim stanjem, a ukljucuju rodove Escherichia, Salmonella,
Yersinia, Desulfovibrio i Helicobacter. E.coli sposobna je pri¢vrstiti se na mukoznu barijeru i pro¢i

kroz nju te napasti epitelni sloj crijeva (Gubatan i sur., 2022; Aldars-Garcia i sur., 2021).

Na razvoj bolesti utjeCe vise parametara poput: (i) raznolikosti mikroba, (ii) neispravne
imunoregulacije domacdina, (iii) genetike, (iv) hrane koja se konzumira, (v) okoli$a u kojem osoba
zivi i (vi) ne-bakterijskih ¢lanova mikrobiote poput virusa i gljivica. Takoder je pokazano da hrana
ne uzrokuje bolest, ali moZe pogorsati simptome. Neke od namirnica koje pogorSavaju simptome
su kava, alkohol, za¢injena 1 masna hrana, a trenutni lijekovi koji se primjenjuju uc¢inkoviti su u

lijeCenju simptoma, ali se ne bave uzrokom niti selektivno ciljaju podrucje upale.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog rada ukljucuje: (i) izolaciju DNA iz uzorka fecesa, (ii) odabir
pocetnica za umnazanje specifi¢nih varijabilnih regija od interesa, (iii) pripremu knjiznice 0dnosno
umnazanje specificnih varijabilnih regija pomo¢u PCR-a, (iv) sekvenciranje pomocu Illumina
MiSeq uredaja i (v) analizu i interpretaciju dobivenih sirovih (engl. raw data) podataka pomoc¢u
QIIME 2 platforme, obradu podataka unutar Microsoft Excel programa te automatiziranje i

popunjavanje izvjestaja unutar Microsoft Word dokumenta.

3.1. PROTOKOL ZA I1ZOLACIJU | SEKVENCIRANJE DNA

Za izolaciju DNA iz uzorka fecesa pracene su upute ,,Preparing 16S Ribosomal RNA
Gene Amplicons for the Illumina MiSeq System* u kojima je u 20 koraka opisan postupak izolacije
DNA. Ekstrakcija DNA provedena je koristenjem QIAamp PowerFecal DNA Kit-a koji se koristi
za brzo, uc¢inkovito i lako procis¢avanje mikrobne i domacinove DNA. Preporuca se zapocinjanje
s 0,25 g stolice ili drugog ¢vrstog bioloskog materijala. Svaki uzorak se homogenizira u epruveti
s kuglicama (engl. bead tube), a liza stanica olakSana je mehanickim sudarima i kemijskim
disrupcijama stani¢énih membrana ¢ime se omogucava ucinkovita ekstrakcija. Ukupna genomska
DNA zaostaje na silika membrani spin kolone nakon ¢ega se DNA ispire i eluira s membrane.

Izolirana DNA spremna je za daljnje korake, odnosno PCR i sekvenciranje.

Odredivanje koncentracije DNA jedan je od klju¢nih koraka kako bi se dobila optimalna
koli¢ina DNA koja se koristi prilikom pripreme knjiznice za sekvenciranje i kako bi se postigli
kvalitetni rezultati. Za mjerenje koncentracije DNA prije sekvenciranja, koristen je fluorometar

Qubit 3.0 koji je prikazan na slici 3 i radi na principu spektrofotometrije, odnosno fluorescencije.
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Slika 3. Qubit 3.0 fluorometar za mjerenje koncentracije (HTDS, 2022)

U ovom radu koriStena je metoda sekvenciranja sparenih krajeva (engl. pair-end
sequencing) pomocu Illumina MiSeq uredaja, prikazan na slici 4. Odradeno je sekvenciranje V3 i
V4 varijabilne regije 16S rRNA koje su umnozene u 30 ciklusa PCR-a Koriste¢i mjesno-specifi¢ne
pocetnice s adapterima. Koristene pocetnice su 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3' i 5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3'.
PCR je proveden pod sljede¢im uvjetima: 95 °C kroz 3 minute, zatim 25 ciklusa na 95 °C po 30
sekundi, 55 °C po 30 sekundi, 72 °C po 30 sekundi i krajnji korak na 72 °C, 5 minuta. Nakon

umnazanja PCR produkti provjereni su na 2 % agaroznom gelu, zatim procisceni te koristeni za

izradu DNA knjiZnice koja je sekvencionirana Illumina MiSeq uredajem.

Slika 4. Illumina MiSeq uredaj koji se koristi za sekvenciranje DNA (lllumina, 2022)
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3.2. OBRADA PODATAKA SEKVENCIRANJA QIIME 2 PROGRAMOM

Nakon §to su dobiveni rezultati sekvenciranja potrebno ih je obraditi kako bi dobili
rezultate taksonomske zastupljenosti prisutnih bakterija. Za obradu rezultata koristio se
bioinformaticki alat QIIME 2 (engl. Quantitative Insights Into Microbial Ecology). To je javno
dostupna, bioinformatic¢ka platforma koja se koristi za analizu mikrobioma pri ¢emu prevodi sirove
podatke nastale sekvenciranjem u korisne graficke prikaze i statisticke rezultate te se pomocu njih
razja$njava prisutnost mikrobnih zajednica u crijevu Covjeka. Platforma QIIME 2 omogucuje
korisnicima razumijevanje podataka, unaprjedujuci transparentnost i ponovljivost. Ovom
platformom postize se klasteriranje sli¢nih sekvenci, taksonomsko odredivanje, kontrola kvalitete,
filogeneticka rekonstrukcija, izraCun mjera raznolikosti te vizualizacija dobivenih rezultata.
Koristi se u brojnim istraZivanjima Sto potvrduje njegovu kvalitetu 1 pouzdanost. Osim QIIME 2,
ostale platforme koje se koriste za analizu 16S rRNA su Megan, USEARCH i mothur. Najnoviju
verziju QIIME 2 programa i upute o instalaciji za razli¢ite operativne sustave moguce je pronaci

na njihovoj mreznoj stranici (https://giime2.org/). Koraci koji se mogu provesti u QIIME 2

programu prikazani su na slici 5.

Uneseni podaci Demultipleksiranje Demultipleksirane | Denms-mg/'
(.qza) : sekvence klasteriranje
Uparivanje
R tati
Tablica sa svojstvima e:)rezen HIE
Sirovi podaci Unos podataka SERNEHEE
Diferencijalna
gustoca
Taks_°,"°"_1_5ka Poravnanje
klasifikacija
Statistika/ grafika - Stupicasti dijagrami/
< Mape topline
Taksonomija Poravnate sekvence
Podaci
Analize raznolikosti -
Metoda
Filogenija . Filogenija

Vizualizacija

Slika 5. Prikaz scheme rada QIIME 2 platforme podijeljene u tri kategorije: i) zelenom bojom

oznaceni podaci, ii) zutom metode rada, iii) plavom vizualizacija podataka (QIIME 2, 2022)
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Sirovi rezultati dobiveni nakon sekvenciranja obradeni su u programu QIIME 2 u kojem
se koristi FASTQ format. FASTA je tekstualni format koji pohranjuje bioloske sekvence kod kojeg
Q oznacava ,,quality”, pa tako FASTAQ format sadrzi podatke o kvaliteti ocitanja svakog
nukleotida. Sirovi podaci sekvenciranja dolaze u FASTQ obliku pri ¢emu jedna datoteka odgovara
o¢itanim sljedovima nukleotida u prednjem (engl. forward) na¢inu Citanja, a druga straznjem (engl.

reverse).

QIIME 2 koristi FASTQ rezultate za procese skra¢ivanja i filtriranja na temelju rezultata
kvalitete pri kojemu se uklanja dio koji ne zadovoljava minimalne kriterije kvalitete. Za
kvalitativno filtriranje sekvenci, spajanje ocitanja (forward i reverse read), filtriranje kimerickih
sekvenci koristi se DADA2 algoritam (Kim i sur., 2020). Rezultat DADAZ2 analize je tablica
varijanti amplikon sekvenciranja (engl. Amplicon Sequence Variants, ASV) sekvence koje se
medusobno razlikuju u jednom nukleotidu. Dobivene sekvence se usporeduju sa sekvencama iz
baze podataka s poznatom taksonomijom. Softverski alati koji dodjeljuju taksonomiju podrzavaju
razli¢ite metode klasifikacije te imaju moguénost koristiti razlicite referentne baze podataka
genoma poput SILVA i Greengenes. Dobivene taksonomske klasifikacije vizualiziraju se

stupCastim dijagramom.

3.3. OBRADA PODATAKA MICROSOFT EXCELOM

Podaci obradeni u QIIME 2 programu dobivaju se u obliku tablice znacajki (engl.
feature table) koja se moze izvesti u formatu BIOM (,,Biological Observation Matrix*) tablice.
Biom format je temeljni tip podataka za analize u mikrobnoj ekologiji. On olaksava u¢inkovito
rukovanje 1 pohranjivanje velikih, rijetkih bioloskih tablica. Takoder, omoguc¢ava multipleksiranje
temeljnih podataka istrazivanja u jednu datoteku te koriStenje ovih tablica kod alata koji

podrzavaju ovaj format (https://biom-

format.readthedocs.io/en/1.1.0/documentation/biom_format.html). U istrazivanjima marker gena
primarna upotreba ovog formata je predstavljanje OTU (,,Operational taxonomic unit) tablica

koje je potrebno analizirati (https://nephele.niaid.nih.gov/da_details/).

Biom tablica sadrzava informacije o sekvencama i taksonomskoj identifikaciji uzorka koje je
moguce prenijeti u Microsoft Excel program u obliku .xIsx formata Sto ¢e biti objasnjeno u

narednom dijelu ovoga rada.
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Analiza i obrada podataka provedena je uz pomo¢ Microsoft Excel programa. Kako bi
se iz CSV-a (engl. comma-separated values) dobili podaci u Excel formatu potrebno je napraviti

sljedece korake:

1. Otvoriti novi Excel dokument, potom odabrati karticu ,,Podaci te kliknuti ,,Iz teksta‘*

2. U dijaloSkom okviru ,,Uvoz tekstualne datoteke pronade se i odabere tekstualna datoteka
koja se zeli uvesti, a zatim se klikne ,,Uvoz"

3. Potom se otvara ,,Carobnjak za uvoz teksta“ u kojem se odabire ,,Razgraniceni® te se
odabiru grani¢nici: ,,Tabulator i ,,Zarez*. Vazno je odabrati ispravan grani¢nik kako bi se

podatkovna polja mogla pravilno ras¢laniti tijekom uvoza

U Excelu su koristene razli¢ite funkcije kako bi se dobili rezultati potrebni za izvjestaje. Obradom
podataka dobivena je zastupljenost pojedinih bakterija za svaki uzorak na nivou koljena, porodice
i roda, omjer koljena Firmicutes/Bacteroidetes i omjer Prevotella/Bacteroides. Takoder je
odredena i prosjecna zastupljenost pojedine bakterije uz pomo¢ funkcije AVERAGE koja vraca
prosjek, odnosno aritmeticku sredinu argumenta. U tablicama gdje je bilo potrebno navesti 10
najzastupljenijih bakterijskih porodica ili bakterijskih rodova kod pojedinca koriStena je funkcija

LARGE koja koristi sljedece argumente:

e polje (engl. array) - oznacava polje ili raspon podataka za koje zelimo odrediti najvecu

vrijednost

e Kk - predstavlja cijeli broj koji navodi poziciju od najvece vrijednosti u nizu

Stoga je upisana funkcija LARGE te je odabran raspon podataka unutar kojeg ¢e se odrediti
najveca vrijednost, a k-1 oznacava da je potrebno odrediti najveci broj unutar raspona. Stupci koji
se oznacavaju slovima zakljuéani su upisivanjem ,,$* ispred. Za odredivanje drugog najveceg broja
u odabranom rasponu umjesto k-1 upisuje se k-2, itd. Ukoliko se pojavi #NUM pogreska to
oznacava da je polje prazno ili k <0 ili ve¢e od broja podatkovnih to¢aka. Nakon $to je dobiveno
10 najvecih vrijednosti za svakog pojedinca potrebno je dodijeliti naziv bakterije koja predstavlja
svaku pojedinu vrijednost. Za to je koriStena formula INDEX MATCH koja je kombinacija dviju

funkcija te je alternativa VLOOKUP funkciji koji ima odredena ograni¢enja poput:

e trazenja vrijednost slijeva nadesno pa je potrebno obratiti paznju prilikom izrade tablice,

18



e koristi statiCku referencu stupca pa tako dolazi do prekida formule svaki put kada se

doda/obrise stupac.

Upravo zbog ovih ograni¢enja koristena je kombinacija funkcija INDEX i MATCH. INDEX
(Povratna vrijednost; MATCH (Trazena vrijednost; Raspon trazenja; 0)), prikazana na slici 6.
MATCH funkcija koristi se u okviru INDEX funkcije te definira relativni polozaj traZene
vrijednosti u zadanom rasponu dok INDEX vraca rezultat iz odgovarajuce ¢elije. Cilj koristenja
ove kombinacije funkcija je identificirati bakteriju koja se nalazi iza trazenog postotka. Za
,Povratnu vrijednost™ odabire se prvi red u kojemu se nalaze nazivi bakterija (na slici oznaceno
plavom bojom), potom se odabire MATCH funkcija. Za ,,TraZzenu vrijednost™ odabire se ¢elija
koja se zeli pronaci, u ovom slucaju najveéi postotak odredene bakterije (na slici oznac¢eno
crvenom bojom) koji je dobiven koristenjem funkcije LARGE. Nakon toga odabire se “Raspon
trazenja“, a to je red u kojemu se odabrana vrijednost pretrazuje (na slici oznaceno ljubi¢astom
bojom). Primjerice, u ovom slucaju pretrazuje se bakterija koja odgovara dobivenom postotku.
Naposlijetku se upisuje 0 koja oznacava to¢no podudaranje vrijednosti. Ako nije pronadeno to¢no

podudaranje, formula vrac¢a #N/A.

HARMEAN ¥ X v k :|NDEx($BS;:5co$i;MATCH1cez;a::(az;0;)\

A BV BW BX BY BZ CA (B CC CD | GE CF CG
iflindeks  SutterellaiEnterobac Pasteurell Pseudomo Xanthomo Brachyspit Synergista Lentisphac Verrucom| terija | _
2 llM-l | 0,03% 013% 005% 0,00% 000% 000% 0,00% 000% 0,00% 12;82:CD2; 0)) | 39,23%

1 Baal

Slika 6. Prikaz kombinacije INDEX i MATCH funkcija u Excelu koje se koriste za pronalazenje
bakterije za odredeni postotak

U Microsoft Excelu koristena je 1 funkcija STDEV koja predstavlja mjeru koliko su vrijednosti
rasprSene od prosjec¢ne vrijednosti. Ova funkcija bila je potrebna u tablici s 10 najzastupljenijih
bakterijskih rodova u kojoj je bilo potrebno odrediti o¢ekivani raspon zastupljenosti odredenih
bakterijskih rodova. Nadalje, u Microsoft Wordu izraden je jedan izvjestaj koji je sluzio kao
Sablona (engl. template) za popunjavanje podataka iz Excela kako bi svaki ispitanik dobio svoj
izvjestaj sa sastavom crijevne mikrobiote. Kako bi se Word automatizirao i dohvacao potrebne
podatke, koji se nalaze u ¢elijama u Excelu, na odredena mjesta u Word dokumentu potrebno je

napraviti sljedece:
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1. otvoriti Microsoft Word dokument u kojemu je izraden izvjestaj te sluzi kao Sablona za
popunjavanje podataka iz Excela

2. otvoriti karticu ,,Skupina pisama“ zatim unutar grupe ,,Pokretanje cirkularnih pisama“
kliknuti ,,Odaberi primatelje* potom ,,Koristi postojeéi popis*

3. otvara se dijaloski okvir ,,Odabir izvora podataka® zatim je potrebno odabrati Excel sa
zeljenim podacima, kliknuti ,,Otvori* pri ¢emu se otvara novi dijaloski okvir ,,Odabir

tablice* unutar kojeg se bira zeljena kartica Excela.

Nakon toga se popunjavaju razliite tablice u Microsoft Word izvjestaju. U narednom dijelu biti
¢e opisano automatiziranje tablice koja daje podatke o zastupljenosti bakterijskog koljena kod
svakog pojedinca. Sve ostale tablice u izvjeStaju popunjene Su provodenjem istog postupka. Na
slici 7 prikazana je tablica prije umetanja spojnih polja. Kako bi se spojna polja umetnula potrebno
je napraviti sljedece; rije¢ ,,Ispitanik* potrebno je oznaciti, otvoriti karticu ,,Skupina pisama“ 1
unutar grupe ,,Polja za unos 1 umetanje* kliknuti ,,Umetni spojna polja* pri ¢emu se otvara padajuci
izbornik u kojemu je potrebno odabrati ,,index*. Zatim u drugom stupcu, drugom redu klikne se
na prazno polje i ponovi se postupak pri ¢emu se odabire ,,d Bacteriap Bacteroidotal koja u
Excelu predstavlja postotak bakterijskog koljena Bacteroidetes. Isti postupak se napravi za ostala
bakterijska koljena. Na slici 8 prikazana je tablica nakon umetanja spojnih polja, a na slici 9
pretpregled rezultata koji se dobiju kada se unutar grupe ,,Pretpregled rezultata“ klikne na

,Pretpregled rezultata“. Budu¢i da rezultati nisu prikazani u postotcima potrebno je urediti

podatke.
Bakterijsko koljeno Ocekivani raspon
| Bagleroidetes | i 10-60 % 1
| Eirmigutes i | 20-80% |
| Broteohacteria, i ] 0-10 % i

‘ €indeks» ; Ocekivani raspon
_Bgctergidetes «d__Bacteriap__Bacteroidotal» 1 10-60% ‘
| Eirmigutes | _«d_Bacteriap_ Firmicutesi» | 20-80% |
| Pratechacteria, «d__Bacteriap__Proteobacterial» 0-10 % ]

Slika 8. Prikaz tablice nakon umetanja spojnih polja
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Bakterijsko koljeno

Ocekivani raspon

 Bggtergidetes 0,29685213349020056 10-60 %
_Eirmicutss 0.67121007776406783 20-80 %
Proteokacteria, 2,5108324485638039E- G R

>

Slika 9. Prikaz tablice s rezultatima nakon §to je napravljeno popunjavanje s podacima

Bakterijsko koljeno IM-1 Ocekivani raspon
Bacteroidetes {{ MERGEFIELD
d__Bacteriap__Bactero 10-60 %
idotal}}
 Eirmisutes. 0,67121007776406783 20-80 %
Proteobagteria, 2,:108324438:6380395 —_

Slika 10. Prikaz tablice nakon ubacivanja praznog polja pomocu precice ,,CTRL + F9* kako bi

se umetnuto spojno polje moglo urediti te prikazivati rezultate s dvije decimale

Bakterijsko koljeno M-1 Ocekivani raspon
Bacteroidetes { ={ MERGEFIELD
d__Bacteriap__Bactero 10-60%
idotal }*100\# 0,00 }
| Girmicytes 0,67121007776406783 20-80 %
Praoteohacteria, 2,31083244:363803915- 010 %

Slika 11. Prikaz tablice gdje se prikazuje sintaksa pomo¢u koje program Word umetne spojno

Bakterijsko koljeno

polje i izra¢una na postotnu vrijednost

Ocekivani raspon

29,69 10-60 %
67,12 20-80 %
0,25 0-10 %

Slika 12. Konac¢ni prikaz tablice s rezultatima u postotcima

Kako bi podaci bili prikazani u postotcima, kao na slici 12, potrebno je napraviti sljedece korake:

1. oznaciti cijeli broj koji predstavlja postotak za bakterijsko koljeno Bacteroidetes, zatim

kliknuti desnu tipku na mi$u i odabrati ,,Preklopi kodove polja“

2. zatim se ubacuje prazno polje u Word dokument kori$tenjem precice na tipkovnici (CTRL

+ F9) pri ¢emu se dobiva tablica kao na slici 10

21




3. zatim, kao §to je prikazano na slici 11, potrebo je dodati ,,= ispred zagrade u kojoj se
nalaze podaci i iza zagrade dodati ,,* 100 \# 0,00 kako bi dobili postotke koji su zaokruzeni

na dvije decimale.

Nakon automatiziranja i popunjavanja svih tablica, Microsoft Word dokument spremljen je u PDF

(.pdf) i Word (.docx) formatu za svakog ispitanika.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Svrha ovog rada bila je izrada automatiziranog racunalnog sustava za izradu izvjestaja o
sastavu mikrobiote ispitanika ukljucenih u pilot projekt ,,Crijevna mikrobiota radno-aktivne
populacije RH. Sastav crijevne mikrobiote Covjeka vrlo je slozen te sadrzi dinami¢nu populaciju
mikroorganizama koja ovisi o brojnim ¢imbenicima poput prehrane, starosti, nacinu zivljenja, a
sastav mikoorganizama ima znacajan utjecaj na domacina tijekom homeostaze i bolesti. Kao $to
je prethodno u radu navedeno, crijevna mikrobiota ima vaznu ulogu u formiranju imunosnog
sustava, zasStiti od patogenih bakterija, proizvodnji vitamina i kratkolan¢anih masnih kiselina te
razgradnji nutrijenata unesenih putem hrane. Nakon $to su uzorci prikupljeni provedena je izolacija
DNA iz uzoraka fecesa te je izolirana DNA sekvencirana. Dobiveni sirovi rezultati obradeni su
pomocu QIIME 2 platforme i Microsoft Excela kako bi se dobili podaci o zastupljenosti svih
taksonomskih kategorija kod pojedinaca i ocekivani raspon svake taksonomske kategorije te kako

bi se, na kraju, generirao izvjestaj za svakog pojedinca uklju¢enog u projekt.

4.1. SIROVI PODACI

Od 59 uzoraka, prikupljenih od ispitanika iz ustanova ukljucenih u pilot projekt
(Prehrambeno-biotehnoloski fakultet Sveucilista u Zagrebu i Institut za antropologiju),
sekvenciranjem je ocitano 9.785.448 sirovih sljedova amplikona. Broj sekvenci po uzorku bio je
u rasponu od 49649 do 305972 s prosjecnim brojem sekvenci od 164670 po uzorku. Provjera
kvalitete ocitanih sekvenci izvrSena je na temelju profila kvalitete oc¢itanja, dobivenog na osnovu
izra¢una kvalitete oCitanja svakog nukleotida za 10000 slu¢ajno izabranih sekvenci iz cjelokupnog
uzorka. Dijagrami kvalitete o€itanih prednjih i straznjih sljedova nukleotida, prikazan na slici 13,
dobivaju se unosenjem .qzv datoteke i odabirom kartice ,,Interaktivni grafikon kvalitete” na
QIIME 2 Viewu. Cilj je zadrzati §to vise baza kako bi bilo dovoljno dugo da omoguci uspjesno
spajanje prednjeg i straznjeg ocitanja, ali ukloniti baze koje imaju ocjene niske kvalitete kako bi
rezultati bili kvalitetniji. Na slici 13 je vidljivo da je kvaliteta oCitanog straznjeg slijeda nukleotida
vrlo losa stoga je on odbacen te je koriSteno samo prednje ocitanje na kojem je provedeno
skra¢ivanje na poziciji od 220 nukleotida jer iza te pozicije dolazi do pada kvalitete oCitanih

nukleotida.
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Slika 13. Kvaliteta sirovih podataka ocitanih u prednjem (engl. forward) nacinu ¢itanja i

straznjem (engl. reverse) pomoc¢u QIIME 2 platforme

Nakon kvalitetnog filtriranja sirovih sekvenci, uklanjanja greSaka sekvenciranja i
kimerickih sekvenci pomoc¢u QIIME 2 programa odredena je prisutnost bakterija u pojedinom

uzorku te je vizualizirano stupCastim dijagramima na razini koljena, razreda, reda, porodice, roda
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i vrste. Na slici 14 prikazan je taksonomski sastav crijevne mikrobiote ispitanika na razini roda od
najmanje zastupljenosti Bacteroides roda prema najvecoj u obliku stupéastog dijagrama. Legenda
prikazuje taksonomske kategorije oznacene slovima koja redom oznacavaju: slovo ,,d* oznac¢ava
carstvo (engl. domain), slovo ,,p* koljeno (engl. phylum), slovo ,,c* razred (engl. class), slovo ,,f*
porodica (engl. family), slovo ,,g“ rod (engl. genus), slovo ,,s“ vrstu (engl. species). Oznaka ,, “
ispred taksonomije znaci da pojedinom slijedu DNA sekvence nije bilo moguce pouzdano odrediti
taksonomsku pripadnost. S obzirom da je koriSten samo dio prednjeg o€itanja rezultati su bili

dovoljni za dodjeljivanje taksonomije na nivou roda kao najvise postignute rezolucije.
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d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales:f__Bacteroidaceae:g__Bacteroides
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Lachnospirales:f__Lachnospiraceae;__
i d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__Blautia
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia:o__ Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__Faecalibacterium
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Lachnospirales:f__Lachnospiraceae;g__Agathobacter

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Oscillospirales:f__Ruminococcaceae;g_ Ruminococcus

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidobacteriaceae:g__Bifidobacterium
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Oscillospirales:f___Ruminococcaceae;g__Subdoligranulum

d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales:f__Rikenellaceae;g__ Alistipes
d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellaceae;g__Prevotella

i d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;__;

d__ Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae:g__ [Ruminococcus]_torques_group
d__Bacteria;p__Bacteroidota:c__Bacteroidia;o__Bacteroidales:f__Tannerellaceae;g__Tannerella

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Peptostreptococcales-Tissierellales:f__Peptostreptococcaceae;__

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Oscillospirales;f__Oscillospiraceae;g_ UCG-002
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Lachnospirales:f__Lachnospiraceae;g__Dorea
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Lachnospirales:f__Lachnospiraceae;g__Roseburia
d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__ Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae:g__ Collinsella

I d__Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales:f__Verrucomicrobiaceae;g__uncultured
d__Bacteria;p__Bacteroidota:c__Bacteroidia;o__Bacteroidales:f__Bamesiellaceae:g__Barnesiella

d__ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacillio__ Erysipelotrichales:f__Erysipelatoclostridiaceae:g__ Erysipelatoclostridium

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Lachnospirales:f__Lachnospiraceae;g__Lachnospira

d__Bacteria;p__ Firmicutes;_ ;_ ; :
d__ Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales:f__Tannerellaceae;g__Parabacteroides
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;:o__ Christensenellales;f__Christensenellaceae;g__Christensenellaceae_R-7_group
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Oscillospirales;f__ Oscillospiraceae;g__Colidextribacter

i d__Bacteria;p__Fimmicutes;c__Clostridia;o__ Oscillospirales:f__Ruminococcaceae;g__uncultured

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Negativicutes;o__Veillonellales-Selenomonadales:f__ Veillonellaceae:g__Dialister

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Oscillospirales:f__[Eubacterium]_coprostanoligenes_group;g__[Eubacterium]_coprostanoligenes_group

d__ Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacillio__Lactobacillales:f__Streptococcaceae:g__ Streptococcus

d__Bacteria;p__Fimrmicutes;c__ Bacilli;__;_

d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae:g__Anaerostipes
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales:f__Clostridiaceae;g__ Clostridium_sensu_stricto_1
d__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Monoglobales;f__Monoglobaceae;g__Monoglobus

i d__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Oscillospirales:f__Butyricicoccaceae;g__Butyricicoccus

Slika 14. Prikaz stupcastog dijagrama zastupljenosti bakterija na razini roda u probavnom
sustavu ispitanika pomoc¢u QIIME 2 platforme

4.2. 1ZRADA IZVJESTAJA ZA SVAKOG ISPITANIKA

Biom tablica u CSV formatu unesena je u Excel kao §to je opisano u eksperimentalnom
dijelu diplomskog rada. Na slici 15 prikazan je dio Excel tablice na kojoj se vide podaci relativne
zastupljenosti mikroba prikazanih u postotcima te izracunata prosjecna vrijednost i standardna
devijacija za sve taksonomske kategorije. Srednja vrijednost i standardna devijacija su racunate
kako bi se definirali normalni rasponi zastupljenosti bakterijskih taksona unutar populacije.
Normalan raspon bakterijskog taksona definiran je kao srednja vrijednost detektirana u populaciji

+- dvije standardne devijacije.
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IM-1 0,03% 2,74% 29,69% " 0,00% 0,18% " 0,00% " 0,00% 57,12% "
| 1m-10 0,01% 11,31% 5,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 79,50%
=t 0,20% 0,51% 22,62% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 7a,56%
|IM-12 0,28% 0,91% 59,37% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 37,55%
M-13 | 0,07% a,62% 3,67% 0,00% 0,00% 0,00% 0,25% 51,25%
|1m-12 0,72% 3,10% 45,15% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 43,42%
M-15 0,a7% 1,31% s1,53% 0,00% 0,02% 0,00% 0,08% 37,63%
1M-16 0,02% 6,20% 12,71% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 80,90%
M-17 0,10% 0,a2% 85,12% 0,25% 0,00% 0,00% 0,00% 13,00%
M-15 0,17% 0,37% 58,a2% 0,00% 0,01% 0,00% 0,05% 25,01%
M-19 0,18% 1,10% 22,23% 0,02% 0,23% 0,00% 0,35% 47,37%
M2 0,05% 0,5a% 40,50% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% s5,65%
M-21 | 0,14% 0,04% 79,42% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 20,21%
m22 0,a5% 5,5a% 8,57% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 52,37%
IM-23 0,22% 1,83% 35,79% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 50,50%
m-24 0,38% 3,65% 57,a5% 0,02% 0,00% 0,00% 1,50% 36,a5%
IM-26 0,15% 0,95% 32,97% 0,00% 0,11% 0,00% 0,03% 55,27%
[im-29 0,56% 2,80% 20,51% 0,00% 0,00% 0,36% 0,00% 53,a9%
M3 0,15% 0,52% s0,57% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% a5,35%
|1m-31 0,23% 4,45% 15,02% 0,00% 0,01% 0,00% 0,01% 50,13%
M3a 0,25% 3,60% 3,a0% 0,00% 0,23% 0,00% 0,02% 50,37%
| 1m-38 0,15% 1,55% 32,55% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 53,51%
=0 0,1a% 2,49% 13,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 83,20%
|IM-a 0,65% 3,38% 55,04% 0,08% 0,01% 0,00% 1,32% 37,59%
M0 | 0,50% 12,73% 13,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,35% 57,36%
|1ma1 0,a2% 15,42% 35,52% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 13,21%
Mz | 0,25% 0,85% 15,95% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 82,60%
|Im-a3 0,21% 6,88% 8,82% 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 83,79%
M-aa 0,54% 632% 15,21% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 75,50%
M5 0,05% 2,57% 35,75% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 5,37%
IM-50 0,21% 7,38% 12,28% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 78,50%
M5t 0,50% 3,75% 24,70% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 57,50%
IM-53 1,0a% 3,52% 21,42% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 73,45%
=N 0,0a% 2,72% 12,30% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 52,53%
|55 0,00% 12,51% 12,25% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 74,70%
|im-57 0,08% 5,83% 2,60% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 51,37%
= 0,40% 7,00% 7,55% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 52,55%
M-58 0,28% 2,13% 17,84% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 77,49%
Jim-s0 0,05% 1,06% 51,45% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 35,35%
|im-51 | 0,40% 1,58% 28,26% 0,00% 0,11% 0,00% 0,02% 67,25%
{ims2 0,32% 0,24% 55,08% 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 28,55%
fim-sa 0,57% 1,09% 45,91% 0,00% 0,15% 0,00% 0,14% 43,45%
i|im-ss 0,16% 0,33% 9,23% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 20,16%
1| IM-57 0,02% 7,95% 15,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 76,62%
i|im70 1,8% 10,49% 31,a0% 0,00% 0,00% 0,00% 0,19% s5,85%
IM-71 0,14% 28,74% 3,44% 0,00% 0,58% 0,00% 0,0a% 61,19%
|72 | 0,05% 12,55% 13,55% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 72,19%
[im73 0,01% 5,21% 25,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 67,18%
Jimza | 0,00% 0,02% 66,60% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 33,36%
Jim7s 0,a2% 0,27% 24,75% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 5,13%
Jim77 0,13% 1,55% 27,2a% 0,00% 0,23% 0,00% 0,00% 58,92%
im7e 0,15% 1,92% 31,78% 0,00% 0,75% 0,00% 0,03% 65,15%
i|ivs 0,07% 5,24% 23,15% 0,00% 0,00% 0,00% 0,65% 58,05%
{[im-80 0,10% 2,85% 16,35% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 50,02%
i|im-s1 0,23% 0,59% 29,27% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 48,57%
[im-83 0,08% 13,43% 10,96% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 75,03%
55 0,03% 7.07% 575% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 85,57%
|1m-57 0,03% 15,01% 17,24% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 57,58%

|im-83 0,12% 1,00% 34,85% 0,00% 0,00% 0,00% 0,15% 63,63%

STANDARDNA DEVUACUA
0,002765008 0,054383572 0,0544583972 0,20195802 ©0,20196802 0,000329271 0,000329271 ©0,001322585

0,25% 4,57% 30,16% 0,01% 0,05% 0,01% 0,08% 62,58%

Slika 15. Dio tabli¢nog prikaza zastupljenosti bakterija na razini koljena s izraCunatom
standardnom devijacijom i prosje¢nom zastupljenosc¢u bakterijskih koljena kod ispitanika u

Microsoft Excelu

Slika 15 prikazuje dio Excel tablice iz koje je vidljiva zastupljenost pojedinih bakterijskih koljena.
Od 59 analiziranih uzoraka, u svim uzorcima prisutno je: Actinobacteria, Bacteroidetes i
Firmicutes koljeno, a koljeno Proteobacteria detektirano je u svim uzorcima osim u IM-74 uzorku

kod kojeg je takoder zabiljezena i najmanja alfa raznolikost.

Dva najdominantnija bakterijska koljena, Firmicutes i Bacteroidetes, kod ispitanika su
zastupljena u razli¢itim omjerima. Raspon bakterija iz Firmicutes koljena kod ispitanika iznosi
13,02-91,28 %, a srednja vrijednost 62,58 % Sto ga ¢ini najzastupljenijim koljenom crijevne
mikrobiote u promatranoj populaciji. Najniza zastupljenost (13,02 %) zabiljeZena je samo kod
jednog ispitanika, IM-17. Svi ostali ispitanici imaju zastupljenost ve¢u od 20 %, a o¢ekivani raspon

Firmicutes koljena je 20-80 %.
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Drugo najzastupljenije bakterijsko koljeno je Bacteroidetes s rasponom 2,60-85,12 % te
prosjeénom vrijednosti 30,60 % i ocekivanim rasponom 10-60 %. Iako je kod vecine ispitanika
zastupljenost Bacteroidetes koljena iznad 10 %, devet ih ima manje od 10 %, a to su: IM-10 (8,80
%), IM-13 (3,67 %), IM-22 (9,97 %), IM-43 (8,82 %), IM-57 (2,60 %), IM-58 (7,58 %), IM-66
(9,23 %), IM-71 (3,44 %) i IM-86 (6,75 %). Zajedno, ova dva bakterijska koljena predstavljaju

80-90 % humane crijevne mikrobiote.

Tre¢e najzastupljenije bakterijsko koljeno, nakon Firmicutes i Bacteroidetes, je
Actinobacteria ¢ija je prosjecna vrijednost 4,87 %, a najniza zastupljenost zabiljezena je kod IM-
74 sa svega 0,02 %. Nakon njih slijede koljena Verrucomicrobiota s prosje¢nom vrijednoséu 1,07
% i Proteobacteria s 0,78 %.

Dva navedena najzastupljenija koljena, Firmicutes i Bacteroidetes, u skladu su s
literaturom dok ostala navedena koljena variraju ovisno o pojedincima (Beam i sur., 2021;
Dieterich i sur., 2018) Ostala detektirana koljena s puno manjom zastupljenos$cu kod ispitanika su:
Verrucomicrobiota, Proteobacteria, Campilobacterota, Cyanobacteria, Deferribacterota,,

Desulfobacterota, Fusobacteriota, Patescibacteria, Spirochaetota, Synergistota.

Kako bi popunili izvjestaj, koji je napravljen na osnovi pregleda literature u obliku Word
dokumenta, izraden je novi list u Excel dokumentu, nastalom iz BIOM matrice, u koji su izvadena
sva polja iz predloska izvjestaja za sve sudionike, kao $to je prikazano na slici 16. Podaci obradeni
u Excelu koristili su se za popunjavanje prethodno izradenog i automatiziranog Word dokumenta

te analizu taksonomske zastupljenosti bakterija u uzorcima.
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d_ Bactenia;p__ d_ Bacter d_ Bacter d_ Bacter d__ Bacter d__Bacter d__ Bacter d__Bacter d__Bacter d__Bacter d__Bacter d__Bacter d__Bacte|

ZASTUPLIENOST BAKTERUSKOG KOLJENA

2,74%  29,69%
11,31%  5,50%

051% 22,62%

0,51% 58,37%

a52%  367%
3,10%  a5,15%

131%  5153%

_6,20%| 12,71%

_684%  9,07%
1,43%  35,79%
3,69% 57,49%
0,95% 32,97%

'zao% 4051%'

708296 s0,57%

4,45%  15,0%
_3,60%  43,30%

_1,55%| 32,55%|
2,49% 13,50%

3,38967 55, 04%

19,42% 35, 5296'

0,86%  15,95%

688%  552%
532%  15,21%
4,57%  36,75%

739% uu%

3,75% 247096'

3,52%  21,42%
4,72%  12,40%
12,51%  12,28%
583% 2,60%
Too%  758%

A1) 17,50
1,06%  51,46%

1,88%  29,26%
| 0,24%  55,08%
1,08%  45,91%

034%  2,23%

7,95%  15,11%
10,49%  31,44%
29,74%  3,44%

12,55%  14,98%

6, 2196 26,10%
0 0296 86, 6096
- 0,27% 24, 7696

1,85%  27,24%

_1,92% 31,78%
524% 23,18%
2,95%  16,39%
0,65% 49,27%
13,43%_10,96%)
7,07%  675%
15,01%  17,24%

10196 343696

0,15%

0,01%

0% o
005% o,

001%

oo%

0,22%)
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0,00%

0,00%
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0,00%
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0,00%
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000k
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0,00%
,° m<
0,00%

0,00%

0,00%
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0,00%
~ 0,00%
0,00%
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0,00%

0,00%

 0,01%

000%
0,00%.
0,00%
0,00%
000%
0,00%

ooo%‘

0,02%
0,02%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
,om
0,04%

0,02%

0,00%

L%

0,00%|
0,00%
0,00%|

o.00%
001

0,01%

_0,00%|
_0,00%
_0,01%|

0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
002%
0,00%
0,00%
00196
00196
0,00%
00196

0,00%

_0,00%|

0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
00196
0,00%

,9,96?{
_0,00%

0,00%

0,00%

ooo%

_o01%
_0,00%/|

0,00%
0,00%
OW%
0,00%|

0,00%
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0,00%

0, 0296
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0,00%

0,00%

0,00%|
_0,00%
0,00%

0,00%

0,00%
_0,00%

g.00%!
0,02%

ook 0%

0,21%

0,14%
_0,05%
_0,20%|

1,%896

9,80%

5,23%

_3,36%|

0,15%
0,28%

0,53%

0,34%

0,10%
0,42%
0,00%
0,15%|
0,67%
0,25%
S77%
0,32%|
0,55%
0,15%
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0, 13%|
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bakterija i Postotalfi@ bakterija2[i Postotaild bakterijasfi@ postotalil bakterijaali Postotallfd bakterij postotalfig bakterijas

B3 rostotakiBl bakterij7 [ Postotak Bl bakterijag
39,23% 24,a5% _ 2095% e 2,a5% Ri acea 1,53% 7

iz e 1,39967 reptoce 1,36%
1,72%

postotakifig bakterijzo B8 Postotakefig bakterija10fg postotal
1,00% Cork . 0,84% X 0,80%/

10 NAIZASTUPLIENUIH BAKTERUSKIH PORODICA

10 NAIZASTUPLIEN 1K BAKTERUSKIH RODOVA

prets
sats
saedss
aaecse
Fascaibacte
taaeoses
Pomisococcs
faaeods
sata 10,18%
Tz 33 13,40% Faecaitacel  12,77% Reminococces 10,67% tacerides 7,08% Bfdobactervm 6,01% subdolgransem 5,51 veptococaus 4,108 [Fuminococces]_& 3,83% oowa 852% 029%
Jimss™ | et 24,35% saawodes 11,29% Reminoesezus 8,73% brcctaaercn 3,59% neamaasn 4329 Apotacter 2,819 [Reminceoczus] & 2,67 1_vemcomcot 2,16% sebeoigranm % o0%
L Sachooides | _673% Posebora____ Stk Ao = 36,79%
) 5,56% Faecsitaceron 7,52% huminococces 1,24%
s froy— 563% Aistzes 0%
Twss | 5,33% Agathosacer 4,85% subdoigrandem 2,08
Tass Agatonacte  27,70% rascaidace 5,69% taceides 7,19% pacts 3,419 subgoigrnaiem 12,008 021%
s Fascaibacte 15,13% Bfdobacent 338% sacwodes 5,95% Bawta 8,31% uminococcss 12,20% 030%
Tsy sat 22,87 agamosece 2,60% 0,10%
s Agathobacts 15,83 Subdofgrany 7,58% o0m%
s sata 16,72% sacerodes 7,% 020%
Tnaso maeods 36 neamsae 61008 138%
T Baqeodes | 16,16% Rosetuia 25,26% 0,80%
[ cecdes  4433% 1_vemeom 5,08 s
Ims [Bacwodes | 33,13% alstoes L) 336%
[ Rumsococes 17,38% Sauta 523% 015%
Tmsr Faecaibacte  15,16% agathobacte 13,1% 038%
o faeodss  1997% sfasbaaen 3108 0s3%
Jiwrs sfdobactert 20,20% suminocoen 3% 033%
(0] Bevdss  13,33% Faecitae 438% 0,10%
73 Fretels | 1082% racaitace 28,108 042%
Iinaza Bawode 49,91 saataces 6508 0,00%
75 Baeodss 13 UGo02 24,76% 0,18%
Ty | Bawodes  23,73% racaibace 2,28 o7
Imers Fascaibate _ 16,08% sacterades 31,78% 035%
s Saqeodes  10,84% {_Reminoct 23,09 o
a0 Fascaibacte _16,62% Lacobachs 1639% 032%
[h Peowels  28.10% raecivace 8278 o65%
a3 Fascaibacte  14,00% Ruminococey 1096% o5%
s Fascalbace  13,63% Savta 575% 015%
87 Mecbace  17,15% sactersces 17,20% 0.5%
I Prevctes 24.62% Faecaimacte 34,86%, 030%
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d_Bacter d_Bacter d_Bacter d_Bacter d_Bacter d_Bacter d__Bacter d_Bacter d__Bacter d_Bacter d__Bacter d_Bacter d__Bacter p_Firmicutes p_Bacteroidete: g_Bacteroides g _Prevotella | omjer ¢/¢d |  orus B

[im1 153%  2445%  139%  7,20%  000%  00s%  005% 1434%  000% 000%  130% 272%  000% 57,12% 28,55% 23,35% 0,00% 2,25 0,00 1335

|im-10 043%  581% 945% 23,58% 015% 0,20% 000% 1630% 1,39% 073%  2,39% 2,72%  0,00% 78,50% 5,50% 5,81% 1,35% 2,03 024 1092
Jiness 339% 1634% 000% 470% 008%  1,63% 001% 65% 000% 000%  1,45%  177%  044% 74,96% 2,6% 16,30% 0,00% 331 0,00 128,4
IM-12 8,84% 32,25%  0,00% 1,95% 0,02% 0,65%  0,00% 2,10% 000% 067% 0,59% 0,63%  0,38% 37,55% 58,37% 32,25% 0,00% 0,63 0,00 183,3
IM-13 é 042%  1,61%  1,75% 1503% 006% 005% 009%  373% 013% 020%  3,68%  197%  0,00% 21,28% 3,67% 1,61% 0,13% 24,85 0,08 1347
IM-14 7,00% 34,14%  0,98% 3,10% 0,05% 0,13%  0,02% 1,77% 0,12%  0,00% 1,55%  0,72%  0,37% 44,42% 48,15% 34,14% 0,12% 0,92 0,00 2338
Jimets 5 7,89% 28,61% 008%  1,85% 000% 1,00% 000%  515%  505% 000% 0s56%  0as%  038% 37,63% 51,53% 28,61% 5,05% 073 0,18 168
IM-16 z 027% 10,97%  577% 37,18%  0,12%  0,02% 006% 2,57% 000% 0,31% 000% 007%  0,00% 80,90% 12,71% 10,97% 0,00% 6,37 0,00 54,7
IM-17 3 573% 7536% 035% 3,64% 002% 000% 000% 28% 001% 1,26% 000% 000% 0,00% 13,02% 85,12% 78,36% 0,01% 0,15 0,00 67,4
IM-18 E 4,80% 59,88%  0,17% 3,04% 0,05% 0,00% 0,00% 535% 000% 004% 0,00% 0,16%  3,65% 25,01% 69,42% 59,85% 0,00% 0,36 0,00 127,9
IM-19 1,54% 2020%  032% 2,69% 003% 106% 002% 265% 521% 1,20% 2099% 031%  7,00% 47,37% 22,23% 20,29% 521% 1,12 0,80 22,6
M2 2,00% 28,93% 035%  7,74% 0,00%  0,4%  000%  1,66% 0,00% 000%  000% 2,13%  3,01% 55,60% 40,50% 28,93% 0,00% 1,37 0,00 1103
M-21 11,00% 55,75% 000% 1,60% 004% 003% 001% 172% 001% 000% 038% 034% 0,00% 20,21% 75,42% 55,76% 0,01% 025 0,00 1132
m-22 0,54% 3,31%  2,73% 11,91% 0,09%  078%  004%  7,50% 000%  0,02%  B8,50%  2,62%  0,22% 82,37% 9,07% 3,31% 0,00% 5,28 0,00 1593
M-23 620% 13,78% 006%  3,52% 000% 058% 000% 7,75% 002% 690% 3,75% 066% 087% 60,80% 35,79% 13,78% 0,02% 1,70 0,00 15,9
M2 8,36% 25,87% 088%  1,05% 000% 009% 000% 087%  2,83% 000% 0,33% 081% 0,00% 36,45% 57,49% 28,87% 2,83% 0,63 0,10 2193
M-26 1059% 547% 035% B,07% 004% 128% 000% 3,07% 000% 170% 1,19%  050%  0,00% 85,27% 32,97% 547% 0,00% 1,38 0,00 2105
128 3,78%| 283a% 1,206  426% 000% 057% 000% 1149% 000%  030%  3,93%  1,02%  0,76% 53,49% 40,51% 28,3a% 0,00% 1,32 0,00 1288
M3 0,14% 1592% 007% 3,62% 000% 642% 000% 504% 27,665% 000% 000% 1,85%  0,00% 25,36% 50,97% 15,00% 27,66% 091 1,48 1167
M-31 045%  4,62%  1,76% 10,11%  009%  1,63%  019% 1001%  1,21% 2,50%  596%  24a%  0,00% 80,13% 15,02% 4,62% 1,21% 5,33 0,26 182,7
1M-34 3,96% 2005% 245% 201% 004% 201% 001% 938% 060% 000% 051% 032% 0,05% 50,37% 43,40% 25,05% 0,60% 1,16 0,02 1288
1M-38 8,02% 2043% 0,13% 1086% 004% 000% 000% 1,91% 000% 4,4% 2,33% 000%  1,93% 63,51% 32,55% 20,43% 0,00% 1,85 0,00 148
Jm3s 1,33% 10,32%  1,88% 1423% 008% 022% 000% 1457% 075% 000% 1154% 2,56%  0,30% 83,24% 13,50% 10,32% 0,75% 617 0,07 1494
[ 8,28% 27,35% 051% 1,06% 010% 016% 000% 090% 2,85% 000% 035% 078%  0,00% 37,59% 55,00% 27,35% 2,86% 0,68 0,10 265,3
M0 0,93% B880% 007% 7,32% O011% 073% 002%  565% 1,13% 037% 11,28%  2,00%  2,90% 67,36% 14,50% 5,80% 1,13% 252 0,13 208
IM-a1 1,05%| 26,00% 11,42% 1262% 0,12% 0,16% 000% 3,13% 000% 003% 000% 000%  0,00% 23,21% 35,52% 26,90% 0,00% 1,24 0,00 24,4
vz 1,91% 1230% 000% 1510% 013% 050% 037% 1018% 000%  226%  3,59%  075%  0,00% 82,60% 15,95% 12,35% 0,00% 518 0,00 234
IM-a3 0,69%  7,08% 6,01% 1344% 0,13% 0,03% 0,09% 1277% 0,00% 0,85% 10,67%  2,45%  0,00% 83,79% 8,82% 7,08% 0,00% 8,50 0,00 155,5
M4 1,93% 1120%  554% 2435% 018% 067% 000% 432% 000% O088%  875%  011%  2,16% 75,50% 15,21% 11,20% 0,00% 4,56 0,00 1783
IM-a5 4,30% 21,44% 2,45% 3,21% 004% 0,28% 0,01% 10,56% 0,00%  6,19% 6,73% 1,17%  0,02% 58,37% 36,79% 21,84% 0,00% 1,58 0,00 1382
|50 048%  B66%  466% 11,36% 008% 088% 000%  7,52% 000% 000% 501% 2,13%  000% 79,50% 12,20% 8,66% 0,00% 650 0,00 40,1
IM-51 6,44% 14,60%  2,14%  2,60% 0,00%  1,51%  0,0%  1,9% 000% 000%  B5,62%  1,08%  9,55% 57,80% 24,70% 14,69% 0,00% 2,34 0,00 2615
M-53 1,91%  1652%  1,41% 993% 000% 418% 008% 1577% 000% 000%  2,22%  296%  0,17% 73,86% 21,82% 16,52% 0,00% 3,43 0,00 17,7
IM-54 0,87% 7,19% 2,48% 541% 0,00% 007% 0,00% 95,69% 0,00% 0,06% 2,31% 3,44% 0,11% 82,53% 12,40% 7,19% 0,00% 6,66 0,00 115,5
1M-55 010% 896% 5,98% 531% 005% 1,34% 002% 1513% 000% 550% 618% 1,73%  000% 74,70% 12,28% 5,96% 0,00% 5,08 0,00 1297
IM-57 0,35%  1,67% 3,07% 22,87% 0,11%  005% 019% 1,07% 000%  0a5%  9,22%  2,63%  0,02% 01,37% 2,60% 1,57% 0,00% 35,17 0,00 1345
1M-58 1,70% 2,53% 1,20% 579% 000% 004% 009% 5,19% 000% 00%% 249% 1,74%  0,06% 84,85% 7,56% 2,53% 0,00% 11,19 0,00 188,9
IM-59 2,31%  9,60%  1,95% 1672%  0,03%  027%  000% ©9,21%  000% 248%  2,27%  4,39%  0,00% 77,49% 17,80% 9,60% 0,00% 234 0,00 146,7
1M-50 261% 3861% 042% 1,64% 000% 053% 000% 553% 000% 228% 079% 000% 004% 35,98% 51,46% 38,61% 0,00% 059 0,00 108
IM-51 541% 16,16%  0,15%  6,54%  0,00%  0,89%  0,03% 14,42%  0,01% 14,50%  1,08% 090%  0,14% 67,28% 29,26% 16,16% 0,01% 2,30 0,00 1132
M52 6,18% 43,32% 000% 1,21% 000% 066% 000% 3,25% 021% 056% 145% 041% 9,21% 29,85% 55,08% 4,32% 0,21% 054 0,00 1349
164 7,69% 33,12% 071%  1,75%  000%  149% 001% 561% 0,10%  243%  2,12%  040%  5,60% 43,48% a5,91% 33,12% 0,10% 05 0,00 283,1
-85 0,50% 81a% 000% 14,16% 011% 547% 000% 7,30% 000% 1,05% 17,36%  0,74%  0,00% 20,16% 9,23% 8,14% 0,00% 9,77 0,00 157,7
M-57 068% 12,08%  492%  7,23% 008% 0,04% 000% 18,16% 000% 1,67%  510% 137%  0,00% 76,62% 15,11% 12,08% 0,00% 5,07 0,00 13,9
IM-70 3,36% 1097% 9,93% 426% 000% 013% 001% 1,73% 008% 028%  4,94%  000%  0,00% 55,85% 31,00% 19,97% 0,08% 1,78 0,00 227
M71 079%  2,27% 2028% 4,97% 019% 000% 000% 0,22% 000% 058% 9,92% 1,65%  4,51% §1,19% 3,40% 2,27% 0,00% 17,80 0,00 181,6
72 0,66% 13,32% 9,22% 946% 007% 055% 002% 1086% 000% 291% 28% 2,1%  013% 72,19% 14,08% 13,32% 0,00% 2,82 0,00 17,7
Iim7s 061%  3,56%  457%  3,65% 000% 024%  1,32% 5,92% 1082%  3,51% 076%  242%  0,05% 67,18% 26,10% 3,56% 10,82% 2,57 3,04 159,1
M74 2,73% 49,91% 000%  1,68%  000% 301% 000% 88% 000% 038% 025% 006%  0,00% 33,35% 55,50% 29,91% 0,00% 0,50 0,00 E
1M-75 3,62% 11,39%  000%  4,58% 000% 058% 000% 1,39% 004% 3,3% 058%  182%  600% 68,13% 24,76% 11,35% 0,00% 2,75 0,00 170,5
Jimzz 1,27% 22,73% 012% B817% 011%  123% 000% 11,72% 000%  1,13%  534%  070%  1,00% 68,92% 27,24% 2,73% 0,00% 2,53 0,00 200,9
178 3,06% 1000% 077% 3,4% 000% 03%% 000% 1606% 000% 009% 1,21% 000%  0,00% 65,15% 31,78% 10,00% 0,00% 2,05 0,00 83,5
M-8 3,23%  1080%  4,04%  6,60% 000% 04% 000% 435% 3,70% 281%  2,50%  256%  0,95% 68,05% 23,18% 10,80% 3,70% 2,54 034 2118
1M-80 0,24%  5,30% 1,96% 433% 004% 0,32% 11,24% 16,62% 0,00%  0,18% 3,21% 1,89%  0,25% 80,02% 16,39% 9,30% 0,00% 4,88 0,00’ 172,2
|8t 1,21%  665% 00s%  1,62% 000% 306% 000% 7,26% 2512%  3,98% 23d%  032%  0,36% 48,87% 49,27% 6,65% 28,12% e 423 2386
1M-83 0,57%  B,55%  5,22% 11,28% 0,06%  0,33% 000% 14,00% 000%  0,00% 12,45%  2,00%  0,38% 75,03% 10,96% 5,55% 0,00% 684 0,00 152,7
M-85 077%  4,23%  403% 12,81% 006% 028% 002% 13,63% 000% 000% 7,50% 2,30%  0,03% 85,57% 6,75% 3,23% 0,00% 12,73 0,00 16,4
IM-87 0,98% 14,20% 13,04% 9,50%  0,08% 1,13%  0,02% 17,15%  0,00%  0,11% 2,76%  2,64%  0,00% 67,59% 17,24% 14,20% 0,00% 3,92 0,00’ 107,4
IM-89 1,52%  602% 040%  3,65% 000% 187% 004%  660% 24,62% 3,10% 083%  045%  0,00% 63,63% 34,86% 6,02% 24,62% 1,8 4,08 2036,

Slika 16. Prikaz Excel tablice s podacima za popunjavanje izvjestaja u programu Microsoft
Wordu

Najzastupljeniji bakterijski rodovi koji dominiraju i njihove prosje¢ne vrijednosti unutar
uzorka ispitanika su: Bacteroides (18,58 %), Blautia (7,97 %), Faecalibacterium (7,70 %),
Agathobacter (4,51 %), Alistipes (3,04 %), Bifidobacterium (2,98 %), i Prevotella (2,03 %), ali
medu 10 najzastupljenijih pojavljuju se jo§ brojni bakterijski rodovi, a neki od njih su:
Ruminococcus (1,85 %), Tannerella (1,65 %), Subdoligranulum (3,01 %), Dorea (1,34 %),
Klebsiella (0,06 %), Lachnospira (0,88 %), Parabacteroides (1,09 %) i ostali.

Kod vecine ispitanika najzastupljeniji bakterijski rod je Bacteroides koji spada u
Bacteroidetes koljeno, iako kod nekoliko ispitanika kao prvi najzastupljeniji rod nije Bacteroides.
Pa tako, jedan ispitanik kao najzastupljeniji rod ima Alistipes, jedan ispitanik ima Bifidobacterium,
dva ispitanika Ruminococcus, cetiri ispitanika Prevotella rod, Sest ispitanika Agathobacter rod,
osam ispitanika Blautia rod i osam ispitanika Faecalibacterium. Faecalibacterium,
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Ruminococcus, Blautia i Agathobacter spadaju u koljeno Firmicutes. Alistipes i Prevotella spadaju

u Bacteroidetes koljeno te Bifidobacterium u Actinobacteria koljeno.

Bifidobacterium prisutna je gotovo u svim fekalnim uzorcima zdravih ljudi. Clanovi
Bifidobacterium su medu prvim mikrobima koji koloniziraju humani gastrointestinalni trakt te
pozitivno djeluju na domacina i ¢esto se koriste kao probiotici. Povezuje ih se s proizvodnjom
metabolita kao §to su masne kiseline, vitamini, razvoj imunoloskog sustava i prevencijom crijevnih
poremecaja, a zastupljenost Bifidobacterium roda smanjuje se starenjem (Wong i sur., 2020; King
i sur., 2019). Bifidobacterium se takoder povezuje s unosom biljnih proteina prisutnih u brokuli,
prokulicama, grahu i $parogama. U 51 uzorku od 59, detektiran je Bifidobacterium rod, a 26
uzoraka Bifidobacterium ima medu deset najzastupljenijih rodova pri ¢emu je najveéu

zastupljenost imao uzorak IM-71 (20,28 %).

Kable i sur. (2021) otkrili su da je relativna brojnost pektoliti¢kih bakterija roda
Lachnospira znacajno povezan s prehranom koja sadrzi visoku koli¢inu vlakana iz cijelog voca,
iskljuc¢ujuci bobicasto voce. Prethodno su je Jiang i sur. (2020) povezali s pove¢anim unosom voca
i povréa kod 1879 odraslih Kineza te je nedavno nasumi¢no kontrolirano ispitivanje koje je
provedeno na 163 odrasle osobe u dobi od 25 do 45 godina pokazalo da konzumacijom avokada
dolazi do porasta u rodu Lachnospira (Thompson i sur., 2021). Poznato je da prehrambena vlakna
imaju veliki utjecaj na sastav, raznolikost 1 bogatstvo mikrobioma jer pruzaju mnoStvo supstrata
za reakcije fermentacije koje provode specifi¢ne vrste mikroba. De Filippo i sur. (2010) u svom
istrazivanju su pokazali da je Prevotella prisutna kod djece u Burkini Faso koja su jela hranu s
malo masti 1 Zivotinjskih bjelanc¢evina, a bogatu Skrobom, vlaknima i biljnim bjelan¢evinama u
usporedbi s djecom iz Italije koja se hrane ,zapadnjaCkom® hranom bogatom Zzivotinjskim

bjelancevinama, Se¢erom, Skrobom i mastima s malo vlakana.

Lachnospira je detektirana kod 55 ispitanika s relativno malom zastupljenos$éu. Kod 9
uzoraka nalazi se u deset najzastupljenijih mikroorganizama pri ¢emu je najveéa zastupljenost
opazena kod IM-3 (6,42 %) uzorka. Prevotella rod pronaden je kod 24 ispitanika, a 9 uzoraka
sadrzi Prevotella rod medu deset najzastupljenijih bakterija na razini roda. Od toga Cetiri ispitanika
imaju rod Prevotella kao prvi najzastupljeniji, a to su: IM-3 (27,66 %), IM-73 (10,82 %), IM-81
(28,12 %), IM-89 (24,62 %). Rezultati dobiveni za ispitanike IM-73 i IM-81 u skladu su s ostalim

provedenim istrazivanjima buduci da je ispitanik IM-73 vegan, a ispitanik IM-81 vegetarijanac §to
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zna¢i da konzumiraju hranu bogatu vlaknima na dnevnoj bazi. Ispitanici IM-3 i IM-89 su svejedi
koji koriste nedefinirane dodatke prehrani te je u oba uzorka detektirana Lachnospira koja ukazuje
na povecani unos vlakana. Dodaci prehrani mogu doprinijeti drukéijem sastavu crijevne
mikrobiote, a definiraju se kao ,,pripravci proizvedeni iz koncentriranih izvora hranjivih tvari
(vitamini 1 minerali) ili drugih tvari s hranjivim ili fizioloSkim u¢inkom koji imaju svrhu dodatno
obogatiti uobicajenu prehranu u cilju odrzavanja zdravlja (aminokiseline, esencijalne masne
kiseline, vlakna, biljne vrste, ekstrakti biljnih vrsta, mikroorganizmi, jestive gljive, alge, pcelinji

proizvodi i druge tvari s hranjivim ili fizioloskim ué¢inkom)* (https://zdravlje.gov.hr/ministarstvo-

zdravlja/djelokrug/uprava-za-unaprjedjenje-zdravlja-710/hrana/dodaci-prehrani/731). Dodatno,

kod IM-3 ispitanika detektirana je visoka zastupljenost Prevotella roda (27,66 %) te Monoglobus
rod (2,57 %), a pokazano je da enzimi M. pectinilyticus vrste sudjeluju u razgradnji pektina (Kim

i sur., 2019). Stoga, moze se zakljuciti da ovi ispitanici konzumiraju hranu bogatu vlaknima.

Ruminococcus je rod koji se povezuje s dugotrajnom konzumacijom voéa i povréa. Vrste
ovog roda razgraduju slozene ugljikohidrate kao $to su celuloza i rezistentni Skrob te proizvode
butirat koji djeluje kao protuupalni spoj (Tomova i sur., 2019). Pokazano je da probavljivi
ugljikohidrati iz vo¢a smanjuju Bacteroides i Clostridia, a neprobavljivi povecavaju broj bakterija
mlije¢ne kiseline, Ruminococcus, Eubacterium rectale i Roseburiu te smanjuju Clostridium i
Enterococcus vrste. U 53 uzoraka detektiran je Ruminococcus rod, a 35 uzoraka sadrzi ovaj rod
medu deset najzastupljenijih rodova te je kod uzoraka IM-40 (11,28 %) i IM-66 (17,36 %) on
detektiran kao prvi najzastupljeniji rod. Kod ovih uzoraka takoder je detektirana visoka

zastupljenost Bacteroides, Blautia i Faecalibacterium roda.

Razli¢ita istraZivanja pokazala su da je prehrana jedan od glavnih ¢imbenika promjene u
raznolikosti crijevnog mikrobioma, kako kratkoro¢no tako i dugoro¢no. Visoka zastupljenost
Firmicutes koljena povezuje se s visokom potro$njom jednostavnih ugljikohidrata i zasi¢enih
masti te malim unosom mikronutrijenata i vlakana (Orbe-Orihuela i sur., 2018). Nedavna
istrazivanja provedena na miSevima koji su bili hranjeni s visokim udjelom masti i Secera ili s
niskim udjelom masti 1 visokim udjelom Secera, otkrila su da miSevi hranjeni s visokim udjelom
masti i Seera imaju smanjenje Bacteroidetes, a povecanje Firmicutes koljena. Kod ispitanika
najvecu zastupljenost Firmicutes koljena ima IM-57 (91,37 %), a najzastupljeniji rodovi od

najveceg prema najmanjem su: Blautia (22,87 %), Agathobacter (15,38 %), Ruminococcus (9,22
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%) dok je zastupljenost Bacteroides roda svega 1,87 %. Takoder kod ispitanika IM-13 zabiljezena
je visoka zastupljenost Agathobacter (21,46 %), Blautia (15,03 %), Subdoligranulum (9,68 %),
Faecalibacterium (3,73 %) te Ruminococcus (3,68 %), a Bacteroides rod svega 1,61 %. Stoga,

moze se pretpostaviti da ovi ispitanici konzumiraju hranu s visokim udjelom masti i Secera.

Bakterijski rodovi pronadeni samo kod pojedinih ispitanika su: Massilia (IM-4),
Citrobacter (IM-17), Peptoniphilus (IM-14), Butyrivibrio (IM-12) i Desulfovibrio (IM-24).
Massilia, Citrobacter i Desulfovibrio spadaju u Proteobacteria koljeno, a Peptoniphilus i

Butyrivibrio u Firmicutes.

4.3. FINALNI IZVJESTAJ ZA ISPITANIKE

Na kraju je svaki ispitanik dobio popunjeni izvjestaj koji je sadrzavao rezultate analize
crijevne mikrobiote, odnosno bakterijsku zastupljenost na razli¢itim taksonomskim kategorijama
koje su prikazane tablicama 1-7, te informacije o pojedinim bakterijama. U prilogu je prikazan

izvjestaj koji je sluzio kao predlozak.

U tablici 1 izrazena je postotna zastupljenost pojedinih bakterijskih koljena za ispitanika
IM-1 iz koje je vidljivo da kod ispitanika IM-1 prevladavaju 3 bakterijska koljena, a to su:
Firmicutes s 67,12 %, zatim Bacteroidota (Bacteroidetes) s 29,69 % i Actinobacteriota s 2,74 %

Sto je u skladu s istrazivanjima 0 sastavu humane crijevne mikrobiote drugih autora.

Tablica 1. Zastupljenost bakterijskih koljena kod ispitanika IM-1

Bakterijsko koljeno %
Actinobacteriota 2,74
Bacteroidota 29,69
Campilobacterota 0,00
Cyanobacteria 0,16
Deferribacterota 0,00
Desulfobacterota 0,00
Firmicutes 67,12
Fusobacteriota 0,00
Patescibacteria 0,01
Proteobacteria 0,25
Spirochaetota 0,00
Synergistota 0,00
Verrucomicrobiota 0,00
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Tablica 2 prikazuje deset najzastupljenijih bakterijskih porodica u postotcima kod ispitanika IM-

1. Iz tablice je vidljivo da najvecu zastupljenost ima Lachnospiraceae porodica s 39,23 % koja

spada u Firmicutes koljeno, zatim Bacteroidaceae s 24,46 % i Ruminococcaceae porodica s 20,95

%.

Tablica 2. Deset najzastupljenijih bakterijskih porodica kod ispitanika IM-1

Bakterijska porodica %
Lachnospiraceae 39,23
Bacteroidaceae 24,46
Ruminococcaceae 20,95
Tannerellaceae 2,45
Rikenellaceae 1,83
Bifidobacteriaceae 1,39
Streptococcaceae 1,38
Erysipelatoclostridiaceae 1,00
Coriobacteriaceae 0,84
Butyricicoccaceae 0,80

Tablica 3 u izvjestaju prikazuje deset najzastupljenijih bakterijskih rodova koji su zastupljeni kod

ispitanika, od najvece prema najmanjoj zastupljenosti.

Tablica 3. Deset najzastupljenijih bakterijskih rodova kod ispitanika IM-1

Bakterijski rod

%

Bacteroides 24,46
Faecalibacterium 14,34
Agathobacter 13,46
Blautia 7,20
Subdoligranulum 5,19
Dorea 2,72
Tannerella 2,34
[Ruminococcus]_torques_group 2,03
Alistipes 1,83
Bifidobacterium 1,39
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Tablica 4. Zastupljenost odabranih bakterijskih rodova i njihov o¢ekivani raspon za ispitanika

Bakterijski rod

IM-1

Ocekivani raspon

Alistipes 1,83 < 8,94%
Bacteroides 24,46 <50,12%
Bifidobacterium 1,39 <11,11%
Blautia 7,20 <21,71%
Pseudomonas 0,00 <0,16 %
Lachnospira 0,06 <3,43%
Lactobacillus 0,05 <3,18%
Faecalibacterium 14,34 < 18,00 %
Prevotella 0,00 <14,25%
Roseburia 0,00 <6,23%
Ruminococcus 1,30 <11,43%
Dorea 2,72 <3,47%
Porodica Verrucomicrobiaceae 0,00 < 5,54 %

Tablica 4 prikazuje trinaest odabranih bakterijskih rodova, njihovu zastupljenost u postotcima i

oc¢ekivani raspon koji je dobiven tako S§to je izraCunata srednja vrijednost bakterijskog roda u

populaciji +- dvije standardne devijacije.

Tablica 5. Omjer koljena Firmicutes/Bacteroidetes kod ispitanika IM-1 i referentna vrijednost

Ispitanik
IM-1

Vrijednost ispitanika
2,26

Referentna vrijednost
1,4-21

Ravnoteza Firmicutes

Bacteroidetes bakterija Cesto se opisuje kao omjer

Firmicutes/Bacteroidetes. Kod Firmicutes/Bacteroidetes omjera uoceno je da pretile osobe imaju

vec¢i omjer F/B, a mrSave manji (Koliada i sur., 2017). Kasai i sur. (2015) te Riva i sur. (2017)

potvrdili su da je pretilost povezana s povisenim razinama Firmicutes poput Ruminococcaceae i

smanjenim razinama Bacteroidetes kao $to su Bacteroidaceae i Bacteroides. Kao jedno od

objasnjenja navode da je Firmicutes u¢inkovitiji u koristenju izvora energije od Bacteroidetes ¢ime

se omogucava veca dostupnost energije domacinu koje rezultira povecanjem tjelesne mase.

Medutim, rezultati nekih istrazivanja nisu u skladu s prethodno navedenim istraZivanjima, ali je iz

brojnih studija provedenih na Zivotinjama i ljudima poznato da je pretilost povezana sa sastavom

crijevne mikrobiote (Koliada i sur., 2017). Visok udio Bacteroidetes koljena povezuje se s
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prehranom baziranoj na proteinima, raznim aminokiselinama, zasi¢enim mastima | niskim
razinama ugljikohidrata (Reyes i sur., 2016). Tablica 5 prikazuje Firmicutes/Bacteroidetes omjer
ispitanika te referentnu vrijednost. 1z tablice je vidljivo da je omjer F/B blago veéi od referentne
vrijednosti §to moze ukazivati na pretilost. Od 59 analiziranih uzoraka samo 13 ih je unutar

referentne vrijednosti koja iznosi 1,4-2,1.

Tablica 6. Omjer rodova Prevotella/Bacteroides i referentna vrijednost kod ispitanika IM-1

Ispitanik Vrijednost ispitanika Referentna vrijednost
IM-1 0,00 <18

Nakon uvodenja enterotipova (Bacteroides, Prevotella i Ruminococcus), Roager i
suradnici su uveli novi Prevotella/Bacteroides omjer, prikazan tablicom 6. Crijevni mikrobiom u
kojem dominira Prevotella, kao $to je ve¢ navedeno prethodno, povezuje se s vegetarijanstvom ili
s neindustrijaliziranom prehranom bogatom vlaknima. Ovaj omjer je vazan jer se pokazalo da su
osobe s visim omjerom Prevotella/Bacteroides skloniji gubitku tezine kada im je dana prehrana
bogata vlaknima/cjelovitim Zitaricama dok su osobe s ve¢om koli¢inom Bacteroides vise gubile
na tezini kada su konzumirale kapsaicin, $to naglaSava potrebu za personaliziranom prehranom

(van der Vossen i sur., 2022).

Primjeri mikrobioma bogatih Prevotella rodom mogu se takoder pronaci u istrazivanjima
provedenim u ruralnim populacijama u Africi, Juznoj Americi, Sjeveroistocnoj Aziji gdje se
konzumira viSe vlakana. S druge strane Bacteroides enterotip povezuje se s zapadnjackom
industrijaliziranom populacijom, odnosno hranom bogatom proteinima i animalnim mastima.
Vangay i sur. (2018) pokazali su odmak od Prevotella prema dominantnijem mikrobiomu
Bacteroides kao rezultat prehrane i okoli$a u istrazivanju u kojem su ljudi migrirali iz ruralnog
Tajlanda u Sjedinjene Ameri¢ke Drzave. Jo$ jedno istrazivanje koje su proveli Wu i sur. (2011) na
devedeset osam odraslih osoba pokazalo je da osobe ¢ija je mikrobiota bogata Prevotellom imaju
tendenciju da konzumiraju vise vlakana, dok oni s visokim udjelom Bacteroides konzumiraju vise
proteina 1 masti, Sto znac¢i da postoji utjecaj dugotrajnog unosa hrane na relativnu brojnosti ova

dva roda unutar crijevne mikrobiote.

Na slici 16 vidljivo je da samo par ispitanika imaj omjer Prevotella/Bacteroides veci od 1,
a to su: IM-3 (1,46), IM-73 (3,04), IM-81 (4,23), IM-89 (4,09). Povecani omjer
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Prevotella/Bacteroides moze biti posljedica povecanog unosa vlakana, budué¢i da je dugoro¢ni
unos hrane bogate vlaknima povezan s povecanim obiljem Prevotella roda. Zastupljenost

Prevotella roda kod ovih ispitanika prokomentirana je prethodno u radu.

Tablica 7. Vrijednost alfa raznolikosti i njezina referenta vrijednost kod ispitanika IM-1

Ispitanik Vrijednost ispitanika Referentna vrijednost
IM-1 134,80 68 - 283

Alfa raznolikost, prikazana tablicom 7, opisuje bogatstvo vrsta unutar svakog pojedinog
uzorka, odnosno daje informaciju o broju i raznolikosti vrsta prisutnih u pojedinom uzorku. Smatra
se da veca bakterijska raznolikost pozitivno djeluje na ljudsko zdravlje. Alfa raznolikost izrazena
je metrikom- observed features koja procjenjuje broj bakterijskih vrsta unutar pojedinog uzorka
brojanjem razli¢itih. Neki od uobi¢ajenih indeksa alfa raznolikosti su: Chao indeks, Simpson

indeks, Shannon indeks, ACE indeks i Good's Coverage indeks.

U ovom radu, prosjeCan broj vrsta koje sacinjavaju crijevnu mikrobiotu iznosio je 165.
Najvecu alfa raznolikost koja iznosi 283,1 odredena je kod ispitanika IM-64, a najmanju IM-17 s

67,4. S druge strane, beta raznolikost daje informaciju koliko je promatrani uzorak sli¢an ili razli¢it

.....

Beta raznolikost svih promatranih pojedinaca prikazana je na slici 17.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i analize rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

Kvaliteta sekvenciranja nije bila dovoljna za spajanje ocitanih sekvencija DNA te su za
analizu koriStena samo prednja o¢itanja do 220-0g nukleotida.

U promatranoj populaciji, sukladno postoje¢im istrazivanjima, kao dominantna koljena su
identificirana Firmicutes i Bacteroidetes.

Najzastupljeniji rod detektiran u promatranoj populaciji je Bacteroides, koji je
najzastupljeniji u crijevnoj mikrobioti 29 od 59 ispitanika.

Rod Prevotella nije detektiran kod veéine ispitanika, a zastupljenost ve¢u od 10 % imaju
samo Cetiri ispitanika.

Programi Excel i Word, paketa MS Office, uspjesno su koriSteni za obradu podataka o

taksonomskoj zastupljenosti bakterija u uzorcima te izradu izvjestaja za svakog ispitanika.
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7. PRILOZI

Pilot projekt:
Crijevna mikrobiota radno-
aktivne populacije RH

Izvjestaj: IM-1




Uvod

Mikroorganizme nalazimo posvuda - Zive u ina nama, svim Zivotinjama i biljkama i svom okolisu — od
morskih dubina do planinskih vrhova. Trenutno ih moZete naci svuda oko Vas - na Vasem telefonu,
rukama (¢ak i nakon pranja), u vodi za pice (oko milijun po jednom mililitru!). Zapravo, nas planet
Zemlja ne bi ovako izgledao da nema mikroorganizama jer su razlicite skupove mikroba neophodne za
pravilno funkcioniranje ekosustava. Kako ekosustavi planete Zemlje imaju brojna staniSta sa
specificnim organizmima koji su neophodni za pravilno funkcioniranje, slicno je primjenjivo i na ljudsko
tijelo. U manjoj mjeri ljudsko tijelo je takoder ekosustav s razliitim mjestima na tijelu koja pruZaju
razlicita staniSta za mikrobne zajednice. Zzjednice mikroba koje Zive u i na nasem tijelu zajednicki
nazivamo mikrobiotom te u tijelu imamo razli¢ite mikrobite ovisno o dijelu tijela gdje mikrobi Zive.

Sto je mikrobiota?

Mikrobiotom nazivamo sve mikroorganizme koji Zive u i na nama, a sacinjavaju ju jednostavni
mikroorganizmi koji obuhvacaju bakterije, arheje i jednostanicne eukariote. Od navedenih bakterije su
najbrojnije i njihov broj se kod svakog od nas procjenjuje na 30 trilijuna (30*10*%) bakterijskih stanica
sto je jednako i procijenjenom broju ljudskih stanica u nasem  organizmu
(https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1002533). Stoga se u posljednje vrijeme formira ideja Covjeka
kao humanog supraorganizma koji nije vise definiran samo nasim ljudskim genima nego je uvelike
zavisan i o mikrobnim genima nase mikrobiote — koje skupno nazivamo mikrobiomom
(https://dx.doi.org/10.1038/nature06244).

Prvi znanstveni dokazi o povezanosti ljudi i mikroorganizama dolaze s kraja 19. stoljeca kada je
austrijski pedijatar Theodor Escher identificirao bakteriju crijevne flore djece, kasnije prozvanu
Escherichia coli. Kasnijim istraZivanjima otkrivene su i opisane brojne bakterije oralne, crijevne,
urinarne i koZne flore koje su povezane s raznim zdravstvenim ishodima/stanjima. Medutim tek
pocetkom 21-og stoljea se razvija koncept humane mikrobiote i zapoCinje njeno intenzivno
istrazivanje, prvenstveno Projektom humanog mikrobioma zapoletog 2007. godine
(https://hmpdacc.org/). Od svih mikrobnih zajednica u ljudskom tijelu, crijevni mikrobiom je daleko
najgusdi, najraznolikiji i fizioloski najvaZniji ekosustav za nase cjelokupno zdravije.

Mikrobna raznolikost

Tocan broj mikrobnih vrsta koji sacinjavaju humanu mikrobiotu jos je uvijek nepoznat, a trenutne su
procjene da je rijec o 900 do 1000 razliitih mikrobnih vrsta koje Zive sa svakim od nas. Znamo da se
sastav mikrobnih vrsta razlikuje ne samo izmedu pojedinaca nego i izmedu pejedinih dijelova tijela
istog pojedinca. Tako je na dlanu i lijeve i desne ruke istrazivanih pojedinaca prisutno oko 150 raznih
bakterijskih vrsta, a samo njih 17% je zajednicko i za lijevi i za desni dian istog pojedinca, dok je samo
13% zajednicko izmedu razlicitih pojedinaca. Mikrobiota svakog pojedinog dijela tijela takoder ima svoj
.potpis”. Tako je mikrobiota dlana razlicitin pojedinaca slicnija po sastavu izmedu razlicitih pojedinaca
nego je njena slicnost npr. crijevnoj mikrobioti istog pojedinca (https://dx.doi.org/10.1111/j.1753-
4887.2012.00493.x).




!

Vecina clanova humane mikrobiote djeluje pozitivno ili neutralno na nase zdravije. Neki
mikroorganizmi nam omogucuju probavljanje odredenih namimnica, dok drugi sprecavaju naseljavanje
Stetnih bakterija. Medutim, ima i mikroorganizama koji mogu uzrokovati bolesti — obicno pripadnici
bakterijskih rodova Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Kiebsiella, Enterobacter | Neisseria.
U istraZivanjima koje proucavaju utjecaj mikrobiote na pretilost pronadena je povecana zastupljenost
bakterijskog roda Prevotella i koljena Firmicutes u pretilih osoba u odnosu na oscbe 5 normalnom
tjelesnom masom. Jos nije razjasnjena uloga tih mikroorganizama u nastanku pretilosti, medutim
trenutno se smatra da su ti mikroorganizmi uspjesniji u izvlacenju ugljikohidrata iz hrane. Bitno je
naglasiti da, iako je trenutno mikrobiota povezana s brojnim bolestima, znanstvene studije koje
istrazuju da li je specifian sastav mikrobiote uzrok ili posljedica bolesti su jos u pocecima i rezultati
najcesce nisu promjenjivi na Siru populaciju.
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Koja su funkcije mikrobiote?

Kako znamo tko je tamo?

Napredak u istraZivanju mikrobiote prvenstveno je nastao zahvaljujudi razvoju tehnologije
sekvenciranja DNA. Kako bi otkrili koji mikroorganizmi su prisutni u nasoj mikrobioti koristimo
varijabilne dijelove 165 rRNA gena kojeg iscitamo iz mikroorganizama nase mikrobiote te ocitanu
sekvencu DNA usporedimo s poznatim mikroorganizmima kako bi identificirali sve prisutne pripadnike
nase mikrobiote. lako taj pristup nije idealan predstavlja trenutni ,zlatni standard” jer daje najbolji
omjer pouzdanosti identifikacije mikroorganizama i cijene koristenjem trenutno dostupne tehnologije.
Cilj pristupa je odrediti sve vrste mikroorganizama prisutnih u mikrobioti, no ¢esto iz raznih razloga nije
moguce odrediti vrstu nego samo vise taksonomske kategorije.
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Shematski prikaz 165 rRNA gena

Taksonomska klasifikacija

Taksonomija je znanost o svrstavanju organizama u skupine temeljene na zajednickim karakteristikama
ili evolucijskoj povezanosti. Svi Zivi organizmi klasificirani su upotrebom taksonomske kiasifikacije

Razine mikrobne taksonomije

Taksonomska klasifikacija je hijerarhijsko grupiranje
organizama u skupine sve manje slicnosti. Skupine
organizama se mogu zdruZiti s drugim relativno slicnim
skupinama iste razine, kako bi se stvorila super-skupina
visi razine. U taksonomiji bakterija najcesce koristene
razine ili kategorije u njihovom uziaznom redoslijedu su:
s0j, vrsta, rod, porodica, red, klasa/razred, koljeno i
domena.

Vrsta je osnovna razina bakterijske taksonomije. Vise
vrsta zajedno Cini viSu taksonomsku kategoriju — rod.
Vise rodova zajedno ini visu taksonomsku kategoriju —
porodicu. Grupe bakterija na svakoj kategoriji ili razini
imaju imena s karakteristicnim zavriecima za tu
kategoriju ili razinu.




Rezultati

Taksonomska zastupljenost bakterija u uzorku
Analiza daje pregled mikroorganizama koji su identificirani u mikrobioti pojedinca. Prikazani su
rezultati analize na taksonomskim nivoima koljena i porodice.

Stupcasti dijagram zastupljenosti bakterijskih koljena unutar populacije
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Stupdasti dijagram zastupljenosti bakterijskih porodica unutar populacije
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Kada je taksonomija dodijeljena s oznakom __ znacava da se pojedinom slijedu DNA sekvence nije
moglo pouzdano odrediti taksonomsku pripadnost. Slova ispred __ oznacavaju taksonomsku
kategoriju: d domenu, p koljeno, c klasu/razred, o red, f porodicu, g rod i s vrstu.
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Tabliéni prikaz rezultata (taksonomska kategorija: koljeno)

Bakterijsko koljeno

Bacteroidetes

10-60%

Firmicutes

20-80%

Proteobacteria

0-10 %

Bakterijsko koljeno

Opis

Bacteroidetes

Bakterijsko koljeno Bacteroidetes Cini vecinu crijevne mikrobiote u velikom dijelu svjetske
populacije. Najpoznatiji predstavnici ovog koljena su rodovi Bacteroides i Prevotelia.
Smatra se da imaju zastitnu ulogu jer je manja zastupljenost korelirana sa pretiloscu i
upalnom bolesti crijeva [irritable bowe! disease IBD). Smatra se da su podzastupljeni u
“zapadnim" populacijama, a njihova zastupljenost se najbolje regulira prehranom i
Zivotnim stilom.

Firmicutes

Bakterijsko koljeno Firmicutes spada, zajedno s koljenom Bacteroidetes, u najcesce
bakterije koje nalazimo u nasoj crijevnoj mikrobioti. Firmicutes nam pomazu razgraditi
masti koje nase tijelo potom moze koristiti kao izvor energije. Smatra se da su nasim
precima pomogli preZivjeti ostre zime zbog mogucnosti izvlacenja vece kolicine energije
iz hrane koje unesemo 5to je rezultiralo stvaranjem zaliha masti u tijelu. Danas se
povecana zastupljenost bakterijskog koljena Firmicutes povezuje s vecim rizikom razvoja
pretilosti. Upravo se omjer zastupljenosti koljena Firmicutes i Bacteroidetes uzima kao
jedan od pokazatelja rizika razvoja pretilosti, pri cemu se smatra da pojedinci s omjerom
vecim od 3 imaju povecan rizik za razvoj pretilosti. Najpoznatiji predstavnici ovog koljena
su rodovi Lactobacillus, Clostridium i Roseburia.

Proteobacteria

Bakterije koljena Proteobacteria globalno Cine trece po zastupljenosti bakterijsko koljeno
humane crijevne mikrobiote. lako su prisutne u cjelokupnoj populaciji primijeceno je da
u pojedinaca s upalnim bolestima crijeva njihova zastupljenost veca, zajedno sa
smanjenom ukupnom raznolikosti prisutnih bakterijskih vrsta. Najpoznatiji rodovi ovog
koljena su Eschericha/Shigella i Pseudo

Tabli¢ni prikaz rezultata (taksonomska kategorija: rod)

Bakterijski rod Ocekivani raspon
Alistipes < 8,94%
Bacteroides <50,12%
Bifidobacterium <1111%
Blautia <21,71%
Pseudomonas <0,16 %
Lachnospira <343 %
Lactobacillus <318%
Faecalibacterium < 18,00 %
Prevotella <1425%
Roseburia <6,23%
Ruminococcus <1143 %
Dorea <347%
Porodica Verrucomicrobiaceae <5 54 %
Bakterijski rodovi Opis
Alistipes je bakterijski rod komenzalnih bakterija (bakterije koje imaju korist od
Alistipes domacina, a njemu ne $tete) koje su prisutne u manjem broju u ljudskom probavilu i znak
su dobrog gastrointestinalnog zdravlja. Odgovara im prehrana bazirana na biljkama, dok
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prehrana bogata mesom i Zivotinjskim mastima inhibira njihov rast. Neke studije su
pokazale obrnutu povezanost izmedu visokog indeksa tjelesne mase (ITM - eng. Body
mass index - BMI) i zastupljenosti roda Alistipes u crijevnoj mikrobioti. Takoder ima
naznaka da je zastupljenost roda Alistipes smanjena kod ljudi s upainim bolestima crijeva,
kod ulcerativnog kolitisa i Chronove bolesti.

Bacteroides

Rod Bacteroides spada u najzastupljenije rodove u nasoj crijevnoj mikrobioti. Zbog
raznovrsnog metabolizma se smatra pozitivnim clanom nase crijevne mikrobiote,
medutim izvan probavnog trakta moZe izazvati ozbiljne patoloike pojave poput
bakterijemija i apscesa. Kako bakterije ovog roda nemaju dobru sposobnost razgradnje
masti nalazimo ih kod ljudi koji prehranom unose malo masti. Zbog ucinkovite razgradnje
kompleksnih Secera smatra se da su zastupljeniji u dijabeticara nego u zdravo] populaciji.
Pronadena je i vrsta Bacteroides (sp D8) koja ima mogucnost razgradnje kolesterola u
teZe probavijive spojeve i za koju se smatra da pomaze u odrzavanju dobrog
kardiovaskularnog zdravlja usprkos prehrani bogatom kolesterolom.

Bifidobacterium

Bakterije iz roda Bifidobacterium generalno smatramo vaznim saveznicima u odrzavanju
2dravlja dojencadi. U mikrobioti odraslih osoba zastupljenost bifidobakterija se smanjuje
s godinama, tako da u odrasloj populacije cine do 3% ukupne crijevne mikrobiote.
Bifidobakterije su nepatogene te se testo dodaju hrani zbog pozitivnog djelovanja na
zdravlje. Njihovo djelovanje ukljucuje bolju podnosljivost laktoze, sprecavanje proljeva i
ublaZavanje alergija na hranu.

Rod Blautia sudjeluje u razgradnji kompleksnih ugljikohidrata. Veca zastupljenost ovih
bakterija u crijevnoj mikrobioti snaZan je indikator zdravlja probavnog sustava. Pokazano
je da 2astuplienost u zdravoj populaciju roda Blgutia je veca nego u pacijenata koji boluju
od raka debelog crijeva i dijabetesa.

Pseudomonas

Rod Pseudomonas je gram negativna bakterija iz koljena Proteobacteria. Povecana
zastupljenost roda povezana je s upalnom aktivnosti u crijevima te moze biti uzrok
abdominalnih gréeva i rijetke stolice.

Lachnospira

Rod Lachnospira je jedan od osnovnih bakterijskih rodova humane crijevne mikrobiote
&ija se zastupljenost poveéava sa starenjem. Clanovi ovog roda su jedni od glavnih
proizvodaca kratkolancanih masnih kiselina. Pojedine vrste su povezane s razvojem
bolesti poput pretilosti, zatajenjem bubrega, bolesti jetre i upalnih bolesti crijeva, iako
njihova uloga u razvoju tih bolesti nije konzistentna izmedu istraZivanja.

Lactobacillus

Lactobacillus bakterije su festo prisutne u probavilu, usnoj Supljini i vagini. Smatramo ih
tzv. "dobrim bakterijama" koje doprinose zdravlju pojedinca i obitno su sastavni dio
probiotickih pripravaka. Karakterizira ih sposobnost proizvodnje mlijecne kiseline kao
nusprodukta metabolizma glukoze. Obicno su prisutne u fermentiranim mliijecnim
proizvodima. Dodaci prehrani s laktobaciflima se koriste za lijecenje i sprecavanje diareje.

Faecalibacterium

Predstavnik roda je Facalibacterium prausnitzii, jedna od tri najzastupljenija anaeroba
crijevne mikrobiote Cija zastupljenost je oko 5% u globalnoj populaciji. Smatra se da
pozitivno djeluje na nase zdravlje jer je povezan s jatanjem imuno odgovora i
smanjivanjem upale. Manja zastupljenost je povezana s upalnim bolestima crijeva,
pretiloscu i astmom.

Prevotella

Prevotella su najzastupljenije u mikrobioti vegetarijanaca i ,nezapadnjackih” populacija.
Generalne ih nalazimo visoko zastupljene u osoba koje imaju prehranu bogatu
kompleksnim ugljikohidratima, a siromasnu proteinima i mastima Zivotinjskog porijekia.

Roseburia u probavnom sustavu pomaze u razgradnji kompleksnih ugljikohidrata iz
cjelovitih Zitarica. Kao nusproizvod razgradnje te bakterije proizvode butirat, kemijski
spoj koji je hrana za kolonocite, stanice koje oblazu stijenku debelog crijeva. Smanjena
zastupljenost roda Roseburia primijecena je kod pacijenata koji boluju od upalne bolesti
crijeva, dok je povisena zastupljenost povezana s gubitkom tjelesne mase i smanjenom
glukoznom intolerancijom.

Ruminococcus

Rod Ruminococcus ima vaznu ulogu u probavnom sustavu pomazudi nam u razgradnji
rezistentnih Skrobova - kompleksnih ugljikohidrata koje nalazimo u hrani bogatoj
viaknima - npr. grah, leca, cjelovite Zitarice. Spora razgradnja tog tipa ugljikohidrata je
povezana s brojim pozitivnim zdravstvenim ucincima, poput oporavka od infektivnog
proljeva, smanjenog rizika od razvoja dijabetesa i karcinoma debelog crijeva.
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Rod Dorea je primjer bakterija Cije djelovanje moze biti pro- i anti-upalno, ovisno o
dostupnim hranjivim tvarima ili prisustvu drugih bakterija. Smatra se da je jedan od
clanova ,zdrave” crijevne flore, iako neke studije povezuju njenu veca zastupljenost s
upalnim bolestima poput Chronove bolesti. OpaZena je povecana zastupljenost u osoba
koje unose vise polinezasi¢enih masnih kiselina od zasicenih masnih kiselina.

Porodica Verrucomicrobiaceae je relatino novootkrivena baktenjzka porodica 1zolirana
1z vodenih okoliZz 1 humanog fecesz. Jedan od najznaéajnijih pripadnika je Akkermansia
mucimphila. jednz od kljuénih baktenja za odrzavanje crijevne barjjere

Tabli¢ni prikaz rezultata (taksonomska kategorija: vrsta)

Bakterijska vrsta Ispitanik Ocelkivani raspon

Akkermansia muciniphila ND /
Bacteroides fragilis ND /
Desulfovibrio piger ND /
Escherichia coli ND /
Faecalibacterium prausnitzii ND /
Methanobrevibacter smithii ND /
Bakterijska vrsta Opis

Akkermansia muciniphila

Akkermansia muciniphila je test mikroorganizam humane crijevne mikrobiote sa
zastupljenoscu 1-7%. Ovaj mikroorganizam je povezan s tjelesnom masom, tako
da osobe koje imaju vise Akkermansie imaju nizu tjelesnu masu. Bakterija se hrani
sa sluzi koja oblaZe unutarnju povrsinu crijeva. Koristi se kao probiotik jer se
smatra da ima protuupaino djelovanje.

Bacteroides fragilis

Bacteroides fragilis pripada koljenu Bactercidetes i sastavni je dio normalne
humane crijevne mikrobiote. Kod animalnih modela pokazuje zastitno djelovanje
protiv kolitisa. Smatra se bezopasnim mikroorganizmom te korisnim kada se nalazi
u crijevima, a patogenom ukoliko slucajno ude u krvotok.

Desulfovibrio piger

Bakterija Desulfovibric piger ima mogucnost reduciranja sulfata, tj. "disanja”
koristenjem sulfata umjesto kisika. Dio su normalne humane mikrofiore, iako
povecana zastupljenost mozZe biti povezana s odredenim gastrointestinalnim
poremecajima, poput upalnih bolesti crijeva.

Escherichia coli

Escherichia coli je jedan od uobicajenih mikroorganizama crijevne mikrobiote.
Pomaze u procesu probave, kod razgradnje i apsorpcije hrane te proizvodnje
vitamina K. Iako vecina sojeva nije stetna za domacina postoje i oni koji mogu
izazvati ozbiljne bolesti. U humanoj mikrobioti zastupljena je sa 1 5-2%.

Faecalibacterium
prausnitzii

Faecalibacteria su cesti mikroorganizmi koji sudjeluju u razgradnji kompleksnih
ugljikohidrata, poglavito rezistentnih Skrobova iz grahorica i cjelovitih Zitarica.
Neke studije sugeriraju da povecana zastupljenost Faecalibacterium vrste ima
protektivnu ulogu kod upalnih bolesti crijeva (posebno Chronove bolesti),
medutim jos nema pouzdanih rezultata.

Methanobrevibacter smithii

Methanobrevibacter smithii je vrsta koju nalazimo u crijevima zdrave populacije.
Ima ulogu u razgradnji kompleksnih Secera pri ¢emu proizvodi metan. Visoka
zastupljenost bakterije u mikrobioti je povezana sa zatvorom.

Sastav crijevne mikrobiote pojedinca odreden je brojnim faktorima poput prehrane, Zivotnog stila,
uzimanje pojedinih lijekova i genetike domacina. Kratkotrajne promjene prehrambenih navika mogu
brzo promijeniti sastav mikrobiote.
* Prehrana vecinom zasnovana na Zivotinjskim namirnicama povecava zastupljenost
organizama koje dobro toleriraju Zucne soli, poput roda Bacteroides, te rezultira
smanjivanjem zastupljenosti saharolitickih bakterija
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* Prehrana vecinom zasnovana na biljnim namirnicama rezultira povecanom zastupljenoscu
saharolitickih bakterija, poput roda Roseburia | Faecalibacterium prausnitzii, koje
metaboliziraju biljne polisaharide

Omjer koljena Firmicutes/Bacteroidetes

Dva najveca bakterijska koljena koja sacinjavaju humanu crijevnu mikrobiotu su Firmicutes i
Bacteroidetes. Bakterije koljena Firmicutes razgraduju neprobavljene dijelove hrane i proizvode
kratko lancane ugljikohidrate i masne kiseline koje nasem tijelu sluZe kao dodatan izvor energije.
Qdnos izmedu ove dvije grupe, izrazen kac omjer Firmicutes/Bacteroidetes je povezan s nekim
bolesnim stanjima organizma:

* Pretilost — povecana zastupljenost Firmicutes ifili smanjena zastupljenost Bacteroidetes

e Poremecaj metabolicke homeostaze — npr. dijabetes tip 2 i nealkoholna masna bolest jetre

* Poviseni upalni markeri —npr. IL-6

Ispitanik Vrijednost ispitanika Referentna vrijednost
IMxx 14-21

Omjer rodova Bacteroides/Prevotella

Bacteroidetes i Prevotella su u generalnoj populaciji jedni od najzastupljenijih bakterijskih rodova. Ova
dva roda se koriste kao indikatori tipa prehrane pojedinca. Visoki udio roda Bacteroidetes pozitivho je
povezan s prehranom bogatom mastima i proteinima, dok je visoki udio roda Prevotella povezan s
prehranom bogatom biljnim viaknima i siromasnijom proteinima i mastima.

Ispitanik Vrijednost ispitanika Referentna vrijednost

IMixx <18

Alfa raznolikost

Alfa raznolikost je mjera koja daju procjenu broja bakterijskih vrsta i njihove raznolikosti i zastupljenosti
u pojedinom uzorku. Generalno se smatra da povecan broj vrsta, dakle veca bakterijska raznolikost,
pozitivno djeluje na nase zdravlje. Jos uvijek nema brojcanih parametara koji bi odredili normalan
raspon vrijednosti nego se kao referentna uzima promatrana populacija. U ovom slucaju alfa
raznolikost je izrazena metrikom observed_otus koja procjenjuje broje bakterijskih vrsta unutar
pojedinog uzorka. Unutar promatrane populacije prosjecan broj vrsta koje sacinjavaju crijevnu
mikrobiotu pojedinca je 165.

Ispitanik Vrijednost spitanika Referentna vrijednost
IMxx 68 - 283

Beta raznolikost

Beta raznolikost daje informaciju koliko je promatrani uzorak slican ostaloj populadiji. Uzorci su
prikazani kao tocke u trodimenzionalnom prostoru i udaljenost izmedu tocaka odgovara njihovoj
sli¢nosti — 5to su tocke bliZe to su uzorci slicniji.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Serbe¢i¢ Selma, izjavljujem 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.

Vlastoru¢ni potpis



