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1. UVOD 

Nakon završetka Projekta ljudskog genoma 2003., znanstvenici su shvatili da dekodiranje 

ljudskog genoma nije dovoljno za razumijevanje ljudske biologije budući da postoji veliki broj 

mikroorganizama koji žive na i u ljudskom tijelu i znatno utječu, pozitivno i negativno, na ljudski 

život. Stoga su započeli novi projekt kojemu je fokus ljudski crijevni mikrobiom. Mikroorganizmi 

koji nastanjuju gastrointestinalni trakt čovjeka imaju važnu ulogu u zdravlju i bolesti domaćina. 

Kako bi se bolje razumjela njihova uloga veliki broj znanstvenika istražuje što čini „dobar“ crijevni 

mikrobiom, koji su mikroorganizmi korisni, a koji potencijalno štetni za domaćina te mogu 

uzrokovati bolesti. 

U ovom radu ukratko je objašnjena crijevna mikrobiota čovjeka, njezina funkcija, 

čimbenici koji utječu na nju, povezanost s određenim bolestima te način određivanja crijevne 

mikrobiote. Današnji tehnološki razvoj molekularnih alata i tehnika omogućio je znanstvenicima 

detekciju i identifikaciju raznih bakterijskih vrsta koje nije moguće uzgojiti u laboratorijskim 

uvjetima te razumijevanje njihovih uloga u normalnom radu organizma domaćina. Kod zdravih 

osoba sastav crijevne mikrobiote relativno je stabilan, ali je on podložan različitim promjenama 

uslijed različitih čimbenika poput prehrane i okoline. Razumijevanje interakcija nutrijent-

domaćin-mikrobiom omogućava otkrivanje zastupljenosti određenih bakterijskih rodova, 

povezanost s određenim bolestima te u budućnosti mogućnost prevencije različitih bolesti 

manipulacijom crijevnog mikrobioma ili promjenom prehrane. 

Cilj ovog rada bio je obrada bioloških podataka u Microsoft Excelu te automatiziranje i 

popunjavanje predloška u Microsoft Wordu. Provedeno je sekvenciranje 16S rRNA pomoću 

Illumina MiSeq uređaja nakon čega su podaci obrađeni u QIIME 2 programu i Microsoft Excelu 

koji su služili za popunjavanje predloška u Microsoft Wordu koji je poslan svakom ispitaniku. 

Dobiveni izvještaji pružaju svakom ispitaniku uvid u zastupljenost pojedinih bakterija na različitim 

taksonomskim razinama te njihov značaj.  
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2. TEORIJSKI DIO  

2.1. CRIJEVNA MIKROBIOTA ČOVJEKA 

 Ljudsko tijelo je ekosustav koji se sastoji od ljudskih stanica i trilijuna mikroorganizama 

koji koloniziraju cijelo ljudsko tijelo kao što su: usna šupljina, koža, urinarni i gastrointestinalni 

trakt. Pojam „mikrobiota“ odnosi se na sve mikroorganizme (arheje, bakterije, eukariotske 

mikrobe, viruse i bakteriofage) koji se nalaze na određenom mjestu kao što je primjerice 

gastrointestinalni trakt, dok se pojam „mikrobiom“ odnosi na zbirku cjelokupne genetske 

informacije mikrobiote (Valdes i sur., 2018). Iako se ovi termini često koriste naizmjence mora se 

naglasiti da nisu sinonimi i da ih treba razlikovati pri upotrebi. Crijevnu mikrobiotu sačinjavaju 

mikroorganizmi koji se nalaze u crijevima i žive u simbiozi s domaćinom, a nazivaju se još i 

komenzalnim ili prijateljskim bakterijama jer sprječavaju nekontrolirano širenje patogenih 

bakterija. 

 Gastrointestinalni trakt čovjeka predstavlja jednu od najvećih interaktivnih površina 

(250-400 m2) između domaćina, okolišnih čimbenika i antigena u čovjekovom tijelu. On 

pospješuje procese probave i apsorpcije i služi kao površina na koju se mikroorganizmi vežu i 

koloniziraju je. Tijekom života, kroz čovjekov gastrointestinalni trakt prođe oko 60 tona hrane 

zajedno s mikroorganizmima. Fiziološki uvjeti poput pH, sadržaja žuči i vremena prolaska 

pridonose različitim mikrobnim zajednicama koje nastanjuju gastrointestinalni trakt. Za razliku od 

mnogih organa u tijelu, ljudski gastrointestinalni trakt sadrži trilijune mikroorganizama. 

Procjenjuje se da ljudski gastrointestinalni trakt nastanjuje više od 1014 mikroorganizama 

(Thursby i Juge, 2017), pa tako humani mikrobiom ima i do stotinu puta veći 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 različite mikrobne 

metabolite koji se otpuštaju u crijeva domaćina, apsorbiraju i distribuiraju tijelom te svojim 

funkcijama doprinose metabolizmu domaćina. 

 Mikroorganizmi koji nastanjuju gastrointestinalni trakt uvelike doprinose ljudskom 

zdravlju i dobrobiti, a najzastupljenije bakterije u normalnom, zdravom probavnom sustavu 

čovjeka su iz Firmicutes i Bacteroidetes (sinonim Bacteroidota) koljena (Yang i sur., 2009), zatim 

slijede Actinobacteria i Verrucomicrobia (Jandhyala i sur., 2015). Mikroorganizmi imaju brojne 
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uloge, a neke od njih su da služe kao prepreka protiv proliferacije patogenih mikroorganizama, 

pomažu u razvoju imunološkog sustava, oblikuju crijevni epitel, imaju važnu ulogu u apsorpciji 

hranjivih tvari i minerala, sintezi vitamina, aminokiselina i enzima, razgradnji toksina i lijekova te 

proizvodnji kratkolančanih masnih kiselina (engl. short chain fatty acids, SCFA). Glavne SCFA 

koje nastaju su acetat, propionat i butirat koje osiguravaju energiju epitelnim stanicama i 

poboljšavaju integritet epitelne barijere. Poznato je da naš crijevni mikrobiom evoluira s nama i 

da promjene u ovoj populaciji mogu imati velike posljedice, korisne, ali i štetne po ljudsko zdravlje 

te da na njegov sastav utječu brojni čimbenici kao što su: prehrana, način života, genetika, starosna 

dob i ostalo. Stoga može doći i do narušavanja mehanizama što za posljedicu ima promjenu 

mikrobnog sastava poznatog kao disbioza (Thursby i Juge, 2017). U slučaju disbioze i narušavanja 

homeostaze, mikroorganizmi mogu izazvati bolesti. Ovi podaci govore koliko je mikrobiota i 

njezina raznolikost važna u ljudskom organizmu. Nedavno visokoproduktivno sekvenciranje 

neovisno o kulturi uvelike je proširilo repertoar poznatih mikroba u našem tijelu i doprinijelo 

boljem razumijevanju uloge mikroorganizama u ljudskom tijelu jer se samo mali dio 

mikroorganizama može uzgajati. 

2.2. FUNKCIJA CRIJEVNE MIKROBIOTE 

 Ključne funkcije mikroorganizama koji nastanjuju ljudski gastrointestinalni trakt 

povezane su s metabolizmom, regulacijom imunološkog sustava i zaštitom od patogena. Različiti 

geni unutar mikrobne zajednice osiguravaju veliki broj enzima i biokemijskih puteva koji se 

razlikuju od domaćinovih. Pa tako, mikrobi koji nastanjuju probavni sustav domaćina mogu 

stvarati hranjive tvari iz supstrata koje domaćin ne može probaviti. Primjerice, ksiloglukan koji se 

nalazi u povrću kao što je zelena salata i luk probavlja određena Bacteroides vrsta. 92 % osoba 

sadrži barem jednu Bacteroides vrstu koja je sposobna razgraditi ksiloglukan. Fermentacijom 

ugljikohidrata, u debelom crijevu, nastaju kratkolančane masne kiseline: butirat, propionat i acetat 

koje su bogat izvor energije za domaćina, važne su za modulaciju imunološkog 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 također u sintezi mikronutrijenata kao što je 

vitamin K i većina članova vitamina B skupine topivih u vodi. Vitamin K koji je neophodan u 

podizanju lipoproteina visoke gustoće (engl. High density lipoproteins, HDL) i snižavanju 
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kolesterola, anaerobno sintetiziraju bakterije: Bacteroides fragilis, Eubacterium lentum, 

Enterobacter agglomerans, Enterococcus faecium. Vitamine B5 i B12 sintetizira isključivo 

crijevna mikrobiota, a djeluju kao koenzimi i potrebni su za normalno funkcioniranje živčanog 

sustava (Rossen i sur., 2018). 

 Nadalje, mikroorganizmi koji nastanjuju gastrointestinalni trakt bitni su u zaštiti 

domaćina. Mnoge bakterije izravno inhibiraju patogene natječući se za hranjive tvari ili potičući 

proizvodnju inhibicijskih tvari poput bakteriocina i antimikrobnih tvari. Primjerice, komenzalna 

bakterija Bacteroides thetaiotaomicron koristi ugljikohidrate koje koristi i patogen Citrobacter 

rodentium što dovodi do kompetitivnog isključivanja patogena iz crijeva. Zatim, proizvodnjom 

kratkolančanih masnih kiselina kao što je butirat, smanjuje se ekspresija nekoliko gena virulencije 

Salmonella enterica. Lučenjem bakteriocina, turicin CD kojeg proizvodi bakterija Bacteroides 

thuringiensis, izravno se cilja na bacile i klostridije koje stvaraju spore. Još jedan od mehanizama 

crijevne mikrobiote koji ima izravan inhibitorni učinak na patogene je proizvodnja žučne kiseline. 

Žučnu kiselinu proizvedenu u jetri, a zatim dopremljenu u dvanaesnik modificira crijevna 

mikrobiota u veliki broj sekundarnih žučnih kiselina koje mogu djelovati kao antibakterijski 

čimbenici. Pokazano je da iscrpljivanjem mikroba uključenih u konvertiranje primarnih žučnih 

kiselina u sekundarne pogoduje kolonizaciji gastrointestinalnog trakta bakterijom C. difficile 

(Rolhion i Chassaing, 2016). 

 Još jedna važna uloga crijevne mikrobiote je u pobuđivanju, obuci i regulaciji 

imunološkog odgovora. Interakcije između mikroba i imunološkog sustava ovise o metabolitima i 

receptorima koji aktiviraju ili inhibiraju signalne puteve koji mogu biti korisni ili štetni za zdravlje 

domaćina. Mikrobiota se uspostavlja tijekom rođenja i sklona je fluktuacijama zbog promjene 

okoliša i prehrane, a nakon 2-3 godine starosti mikrobna zajednica se stabilizira. Istraživanja na 

miševima bez mikroorganizama (engl. germ free, GF) pokazala su da tijekom ranog postnatalnog 

razdoblja važnu ulogu u sazrijevanju imunološkog sustava ima interakcija između imunološkog 

sustava i crijevne mikrobiote. GF miševi, iako postoji razlika i varijante, su miševi bez prisustva 

ikakvih mikroorganizama, okoćeni carskim rezom i potom stavljeni u izolator koji sprječava 

izlaganje miševa mikroorganizmima. Hrana, voda i zrak koju miševi koriste moraju biti sterilni. 

Kod takvih miševa pokazano je da odsutnost crijevne mikrobiote ima dubok učinak na strukturni 

i funkcionalni razvoj imunološkog sustava. Negativno utječe na formiranje limfoidnih organa, te 
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utječe na smanjen broj CD4 stanica, smanjenu proizvodnju IgA i manje Th1 stanica. Strukturne 

abnormalnosti bile su najupečatljivije u blizini sluznice što govori da interakcije mikroba izravno 

moduliraju razvoj limfnih struktura povezanih s crijevima (eng. Gut-associated lymphoid 

structures, GALTs). Th1 odgovori mogu se obnoviti kolonizacijom domaćina različitim 

mikroorganizmima, primjerice Listeria monocytogenes potiče razvoj Th1 kroz makrofagnu 

proizvodnju faktora stimulacije T stanica, interleukina 12 (Tibbs i sur., 2019). Pokazano je da 

bakterije reda Clostridiales, segmentirane filamentozne bakterije, specifično induciraju 

diferencijaciju mukoznih Th17 stanica u lamini propriji crijeva, one zauzvrat luče proupalne 

citokine IL-17 i IL-22. IL-22 inducira proizvodnju antimikrobnih proteina pa miševi kojima su 

davane segmentirane filamentozne bakterije bili su otporniji na infekciju s C. rodentium (Sassone-

Corsi i Raffatellu, 2015).  

2.3. ODREĐIVANJE SASTAVA MIKROBIOTE  

 Posljednjih godina postalo je jasno da su taksonomska i funkcionalna raznolikost 

mikrobiote uvelike podcijenjene. Svojstva ljudskog mikrobioma i interakcija između domaćina i 

mikrobiote uglavnom su bile nepoznate zbog tehnoloških ograničenja, posebice kod 

mikroorganizama koji se ne mogu uzgajati. Razumijevanje mikrobiote evoluiralo je tijekom 

godina, prvenstveno zbog metoda identifikacije mikroorganizama koje su doživjele velike 

promjene tijekom vremena. Prije razvoja molekularnih metoda koristile su se metode kojima su 

izolirane čiste stanične kulture, nakon čega je slijedila fenotipizacija uzgojenih bakterija 

korištenjem morfoloških i biokemijskih karakteristika. Nedostatci ove metode su: nemogućnost 

uspostave složenih uvjeta crijevnog okoliša i nemogućnost kultiviranja velikog broja bakterija. 

Kako bi se prevladala ova ograničenja, razvijeno je nekoliko molekularnih pristupa. Odabir 

metode ovisi o vrsti uzorka, njegovoj kvaliteti, cijeni eksperimenta i podacima koje znanstvenici 

žele dobiti. Posljednja dva desetljeća, nakon otkrića 16S rRNA i pojave visokoučinkovitih metoda 

sekvenciranja, crijevni mikrobiom uvelike je zainteresirao znanstvenike. 

2.3.1. Metode bazirane na sekvenciranju 

 Metode bazirane na sekvenciranju koje se koriste u istraživanju mikrobioma uključuju 

razne pristupe – sekvenciranje amplikona, metagenoma i metatranskriptoma. 
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 Sekvenciranje amplikona podrazumijeva sekvenciranje umnoženih sljedova gena PCR 

(engl. polymerase chain reaction) tehnikom, u našem slučaju 16S rRNA gena. 16S rRNA geni 

prisutni su u gotovo svim bakterijama, kodiraju za malu podjedinicu ribosoma, dugački su oko 

1500 nukleotida i sastoje se od konzerviranih i 9 hipervarijabilnih regija (V1-V9) što je prikazano 

na slici 1. Varijabilne regije koriste se za taksonomsku klasifikaciju različitih mikrobnih 

organizama te pružaju informacije o njihovom smještaju unutar taksonomske hijerarhije, 

uključujući organizme koji se ne mogu uzgojiti u laboratoriju, dok prisutnost konzerviranih regija 

omogućuje dizajniranje početnica (Thomas, 2015). Sekvenciranje 16S rRNA gena započinje 

izolacijom DNA iz uzorka, nakon toga slijedi PCR gdje se koriste početnice koje ciljaju specifičnu 

regiju gena kako bi se umnožio određeni dio gena, zatim slijedi sekvenciranje i analiza podataka. 

16S rRNA jedan je od najčešće korištenih markera jer je (i) prisutan u gotovo svim bakterijama, 

(ii) funkcija gena tijekom vremena je nepromijenjena i (iii) dovoljno je velik za informacijske 

analize. Sekvenciranje amplikona je jeftino, može se primjenjivati na uzorke kontaminirane 

domaćinovom DNA i ne zahtjeva prethodnu bakterijsku kulturu, ali je najčešće ograničeno 

nedovoljnom rezolucijom dobivenih podataka. 

 

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. 

Omogućuje proučavanje bakterija, gljivica, DNA virusa i drugih mikroba. Proširuje taksonomsku 

rezoluciju na vrstu ili razinu soja i omogućava sklapanje cijelih mikrobnih genoma iz kratkih 

čitanja sekvenci DNA. Međutim, ova metoda ne može 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).  
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 Metatranskriptomsko sekvenciranje koristi RNA za profiliranje transkripcije u 

mikrobiomima i tako daje informacije o ekspresiji gena. Metatranskriptomika omogućuje bolji 

uvid u usporedbi s metagenomikom, budući da može otkriti detalje o populacijama koje su 

transkripcijski aktivne, a ne samo identificirati genetski sadržaj bakterijskih populacija. Uključuje 

izolaciju ukupne RNA iz bakterija koje koloniziraju područje od interesa. Ukoliko se radi o 

eukariotskoj RNA, ona se može selektirati sintetiziranjem cDNA pomoću oligo-d(T) početnica jer 

eukariotska RNA sadrži poli-A rep. S druge strane, prokariotska RNA nema poli-A rep pa su 

razvijeni različiti pristupi za rješavanje ovog problema. Nedostatci ove metode su: izolacija 

visokokvalitetnih uzoraka RNA iz nekih bioloških uzoraka, mogućnost kontaminacije s 

domaćinovom RNA (biopsija) što za posljedicu ima povećanje troškova i komplikacije pri analizi 

podataka, mRNA ima kratak poluživot pa može biti teško detektirati brze kratkotrajne odgovore 

na okoliš te prisutnost mRNA nije uvijek sinonim za prisutnost proteina (Bashiardes i sur., 2016). 

2.4. OMJER FIRMICUTES/BACTEROIDETES 

 Opisivanje sastava i složenosti crijevne mikrobiote važno je za definiranje njezinih 

učinaka na cjelokupno ljudsko zdravlje. Ljudska crijevna mikrobiota uglavnom se sastoji od dva 

dominantna bakterijska koljena Firmicutes i Bacteroidetes, uključujući 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 način. Na sastav crijevne mikrobiote uglavnom ne utječu akutni 

poremećaji jer mu njegova plastičnost omogućava brzi povratak na početni sastav. Međutim, 

kontinuirana izloženost različitim čimbenicima poput stresa, konzumacije prehrambenih aditiva i 

zagađivača kao što su teški metali, antibiotici, organski zagađivači i mikotoksini mogu kronično 

promijeniti sastav te rezultirati disbiozom. Disbioza crijeva povezana je s različitim patološkim 

stanjima koja utječu na gastrointestinalni trakt, imunološki sustav, središnji živčani sustav te 

energetski metabolizam domaćina. 

 Omjer Firmicutes/Bacteroidetes ima važan utjecaj u održavanju normalne crijevne 

homeostaze te je povezan s nekoliko patoloških stanja. Stoga je karakterizacija bakterijskih 

populacija uključenih u disbiozu važna jer bi mogla pomoći u usvajanju alternativnih strategija 

kod upravljanja bolesti. Na primjer, povećanje patogenih vrsta moglo bi se liječiti ciljanim 
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antimikrobnim terapijama, a nestanak korisnih bakterija mogao bi se riješiti primjenom specifičnih 

probiotika (Magne i sur., 2020). Povećanje broja specifičnih vrsta Firmicutes i Bacteroidetes 

dovodi do pretilosti i upale crijeva. Firmicutes koljeno uključuje Gram-pozitivne bakterije s krutim 

ili polu-krutim staničnim stijenkama koje su pretežno iz rodova Bacillus, Clostridium, 

Enterococcus, Lactobacillus i Ruminococcus. S druge strane, koljeno Bacteroidetes obuhvaća oko 

7000 različitih vrsta Gram-negativnih bakterija koje su pretežno iz rodova Bacteroides, Alistipes, 

Parabacteroides i Prevotella. Pokazano je da je najvarijabilnije koljeno Proteobacteria koje 

pridonosi disbiozi i korelira sa smanjenjem Firmicutes koljena i općom mikrobnom raznolikošću 

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 UTJEČU NA MIKROBIOTU CRIJEVA 

 Tijekom godina može doći do promjene crijevne mikrobiote uslijed različitih čimbenika 

kao što su prehrana, genetika domaćina, dob, način života, upotreba antibiotika, posjedovanje 

kućnih ljubimaca i ostalo. Svi navedeni čimbenici u konačnici utječu na sastav, raznolikost i 

funkcionalnost crijevnog mikrobioma. Promjene mogu dovesti i do poremećaja u crijevnoj 

mikrobioti koji je povezan s nekoliko bolesti uključujući upalne bolesti crijeva, alergije, pretilost, 

dijabetes, kardiovaskularne bolesti. Moduliranjem sastava i raznolikosti, kao što je korištenje 

probiotika, prebiotika i transplantacijom fekalne mikrobiote, mogu se postići povoljne promjene u 

strukturi i funkcijama mikrobiote (Hasan i Yang, 2019). U nastavku su opisani i prikazani na slici 

2 neki od faktora koji utječu na mikrobiotu crijeva. 
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Slika 2. Čimbenici koji utječu na crijevnu mikrobiotu (prema Cresci i Izzo, 2018) 

2.5.1. Hrana  

 Najčešći i glavni sastojci u ljudskoj prehrani su proteini, masti i ugljikohidrati, a njihova 

vrsta i količina utječu na sastav crijevne mikrobiote. Ugljikohidrati su glavni izvor energije kod 

ljudi i dijele se na probavljive i neprobavljive ugljikohidrate. Probavljivi ugljikohidrati, škrob i 

šećeri (glukoza, fruktoza, saharoza, laktoza), razgradit će se u tankom crijevu pomoću enzima. 

Pokazano je da prehrana bogata glukozom, fruktozom i saharozom iz datulja povećava broj 

Bifidobacteria i smanjuje broj roda Bacteroides. Uloga neprobavljivih ugljikohidrata (vlakna, 

rezistentni škrob) je da služe kao energija mikrobima koji se nalaze u debelom crijevu, sprječavaju 

adheziju patogenih mikroba te potiču imunološko sazrijevanje i daju smjernice u sazrijevanju 

crijevnog mikrobioma. U tu svrhu, u Kini, proizvode se galaktooligosaharidi i fruktooligosaharidi 

koji se dodaju formulama za dojenčad. Fermentacijom vlakana u debelom crijevu smanjuje se pH 

na 5,5-6,5 čime se usporava rast Gram-negativnih patogena poput Salmonella i Escherichia coli 

bakterija. Kod kroničnog nedostatka vlakana, crijevni mikrobi probavit će glikoprotein sluzi te 

erodirati sluznu barijeru debelog crijeva. Istraživanja su pokazala da nedostatak dijetalnih vlakana 

u prehrani može 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 većim brojem Alistipes 

i Bacteroides vrsta, te smanjenjem Faecalibacterium vrste (Kolodziejczyk i sur., 2019). 
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 Također, pokazano je da osobe čija se prehrana bazira na mediteranskoj prehrani, koju 

karakterizira uravnotežen unos voća, povrća, žitarica i masti, imaju manji broj Bacillaceae i 

Proteobacteria, a veći Clostridium i Bacteroidetes. Nadalje, vegetarijanska prehrana prepoznata 

je kao zdrava i korisna jer štiti domaćina od raznih kroničnih, metaboličkih i upalnih poremećaja. 

Kod djece koja su se hranila vegetarijanskom hranom bogatom biljnim polisaharidima, vlaknima 

i škrobom primijećeno je znatno povećanje 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. Štakori 

hranjeni hranom bogatom proteinima izoliranih iz sirutke ili onom s cisteinom ili treoninom 

rezultirali su značajnim povećanjem broja Bifidobacterium i Lactobacillus rodova u njihovom 

izmetu (Riaz Rajoka i sur., 2017). 

2.5.2. Antibiotici 

 Jednim od najvećih medicinskih napredaka 20. stoljeća smatra se razvoj antibiotika koji 

se koriste za sprječavanje proliferacije bakterijskih patogena, a time i za liječenje bakterijskih 

infekcija. Međutim, nagli porast upotrebe antibiotika u 21. stoljeću glavni je razlog za zabrinutost 

jer antibiotici ne djeluju samo na bakterije koje uzrokuju infekcije. Primjena antibiotika ima 

negativni učinak na crijevnu mikrobiotu i imunitet domaćina, a ovisi o vrsti antibiotika, njegovom 

mehanizmu, dozi i vremenu liječenja. Liječenje antibioticima dovodi do veće zastupljenosti gena 

koji su odgovorni za rezistenciju na antibiotike, promjene bakterijskih metabolita, poremećaja u 

bakterijskoj signalizaciji i izlučivanju antimikrobnih peptida i deregulacije crijevnih imunoloških 

stanica (Zhang i sur., 2019).  

 Korištenjem antibiotika smanjuje se ukupna raznolikost vrsta crijevne mikrobiote, 

uništavaju se patogeni, ali i korisne bakterije što dovodi do disbioze, odnosno poremećaja u 

normalnoj crijevnoj mikrobioti i rasta neželjenih mikroorganizama. Antibiotici eliminiraju 

osjetljive sojeve i daju prednost rasta sojevima otpornim na antibiotike. Istraživanjima se pokazalo 

kako različiti antibiotici ili njihove kombinacije imaju različite antimikrobne spektre te rezultiraju 

različitim promjenama u mikrobiomu. Na primjer, klindamicin je jedan od najčešće korištenih 

antibiotika širokog spektra. On cilja anaerobne bakterije koje su ključne za održavanje zdravih 

crijeva što uzrokuje promjenu u crijevnoj mikrobioti i dovodi do prekomjernog rasta Clostridium 

difficile, a posljedica je mogući pseudomembranozni kolitis (Yang i sur., 2021). U liječenju 
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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). Također, 

pokazano je da korištenje antibiotika u djetinjstvu povezano s razvojem pretilosti, astme, alergija 

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

2.5.3. Utjecaj tjelovježbe  

 Tjelesna aktivnost ima vrlo bitnu ulogu u prevenciji niza bolesti. Ključna je za 

održavanje metaboličke i kardiovaskularne kondicije te poboljšanje mentalnog zdravlja. Nedavna 

istraživanja pokazala su da se tjelesnom aktivnošću povećava raznolikost mikrobiote, odnosno 

udio mikroorganizma i metabolita koji doprinose zdravlju crijeva. Povećana 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 istraživanje kod profesionalnih igrača ragbija i ustanovili da 

igrači imaju veću alfa raznolikost od skupine ljudi koja se ne bavi nikakvom tjelesnom aktivnošću. 

Zatim, istraživanje provedeno kod žena koje su vježbale najmanje 3 sata tjedno pokazalo je da 

imaju veći 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 poboljšanim metaboličkim zdravljem. Sportaši pokazuju niže razine bakterija iz 

Bacteroidetes i veći broj iz Firmicutes koljena (Gomaa, 2020; Mailing i sur., 2019). S druge strane, 

važno je znati da iscrpljujuće tjelesne aktivnosti mogu dati suprotne rezultate, potičući disbiozu 

koja pogoduje upali i stvara negativne posljedice poput dehidracije, imunosupresije i povećane 

propusnosti crijeva (Wegierska i sur., 2022).  

2.6. BOLESTI POVEZANE S MIKROBIOTOM 

 „Sve bolesti počinju u crijevima“ – izreka je starogrčkog liječnika Hipokrata od prije 

gotovo 2500 godina. Mikrobiota crijeva nedavno je postala glavni predmet kliničkih istraživanja. 

Crijevni mikrobi mogu biti potencijalno štetni ukoliko dođe do disbioze crijeva što može 

uzrokovati različite bolesti poput kardiovaskularnih, bolesti dišnog sustava, dijabetesa, IBD-a 

mozga, raka, bolesti jetre, itd. Disbioza se odnosi na neuravnoteženost mikrobnih vrsta, obično se 

povezuje s oštećenom funkcijom crijevne barijere i upalnom aktivnošću. Glavne karakteristike 
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disbioze su gubitak korisnih mikroba, širenje štetnih mikoorganizama i gubitak mikrobne 

raznolikosti. Mikroorganizmi proizvode metabolite koji su pokretači različitih procesa, pa je 

zdravlje domaćina usko povezano s uravnoteženim odnosom mikroorganizama. 

2.6.1. Rak debelog crijeva i želuca 

 Konzumacija prerađenog mesa ili mesa prženog na visokim temperaturama pospješuje 

nastanak raka jer dolazi do stvaranja mutagenih i kancerogenih spojeva: N-nitrozo spojeva, 

heterocikličkih amina i policikličkih aromatskih ugljikovodika. Zabilježeno je i povećanje 

bakterijskih vrsta Alistipes i Fusobacteria koje su uključene u metabolizam aminokiselina. S druge 

strane, kod osoba koje su konzumirale bijelo meso zabilježene su korisne bakterije poput 

Lactobacillus roda u većem broju (El-Sayed i sur., 2021). Neprobavljene komponente hrane koje 

dospijevaju u debelo crijevo anaerobni mikrobi prerađuju i nastaje širok raspon metabolita. Neki 

od metabolita su korisni poput kratko lančanih masnih kiselina, glukoze, sukcinata, D-laktoze i L-

laktoze, dok neki mogu biti i destruktivni. Već spomenuti dušikovi spojevi (N-nitrozo spoj) 

pokazuju kancerogeni učinak koji imaju potencijal pospješivanja tumorigeneze putem mutacije 

alkilacijom DNA (Vandana i sur., 2020). Konzumiranjem hrane koja sadrži visok udio životinjskih 

bjelančevina i masti te nizak udio vlakana povezana je s većim rizikom razvoja raka debelog 

crijeva, dok prehrana bogata voćem, povrćem i cjelovitim žitaricama smanjuje rizik. Pokazano je 

da ljudi koji imaju rak debelog crijeva imaju veći broj Klebsiella, Escherichia coli, Streptococcus 

i Enterococcus, a manju količinu Rothia bakterija (Gomaa, 2020). Crijevni mikroorganizmi imaju 

sposobnost voditi karcinogenezu putem metabolita i molekula koje utječu na odgovore 

domaćinovih epitelnih i imunoloških stanica. Stoga izlučene molekule mogu služiti kao 

biomarkeri.  

 Rak želuca je među najčešćim rakovima kod čovjeka. Korpus predominantni gastritis 

uzrokuje Helicobacter pylori i dovodi do tzv. hipoklorhidrije, odnosno smanjene proizvodnje 

želučane kiseline što može uzrokovati atrofični gastritis, rani stadij raka želuca. Niska želučana 

kiselina pogodna je za bakterije koje stvaraju kancerogene N-nitrozo spojeve koji uzrokuju 

oštećenje DNA i potiču karcinogenezu želuca. Epidemiološka izvješća 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 kronična imunološki posredovana bolest koja zahvaća 

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 najvećih problema današnjice jer su sve učestalije i obolijevaju osobe 

različite životne dobi. Tijekom aktivne upale bakterijska raznolikost je smanjena, a sastav 

crijevnog mikrobioma varira ovisno o lokaciji duž gastrointestinalnog trakta. Uspoređujući osobe 

oboljele od IBD-a s zdravim osobama, pokazana je bakterijska disbioza karakterizirana: (i) 

smanjenom raznolikošću crijevne mikrobiote, (ii) smanjenom stabilnošću zajednice, (iii) 

neuravnoteženošću patogenih i komenzalnih bakterija (smanjenje koljena Actinobacteria, 

Firmicutes i Bacteroidetes, i povećanjem patogenih Proteobacteria bakterija). Firmicutes i 

Bacteroidetes su primarni proizvođači energetskih supstrata za crijevne epitelne stanice i 

protuupalna sredstva, uključujući butirat i druge kratkolančane masne kiseline. Pa tako, fekalni 

uzorci osoba oboljelih od IBD-a pokazuju smanjenu količinu SCFA. Bakterije iz koljena 

Proteobacteria povezane su s proupalnim stanjem, a uključuju rodove Escherichia, Salmonella, 

Yersinia, Desulfovibrio i Helicobacter. E.coli sposobna je pričvrstiti se na mukoznu barijeru i proći 

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

 Na razvoj bolesti utječe više parametara poput: (i) raznolikosti mikroba, (ii) neispravne 

imunoregulacije domaćina, (iii) genetike, (iv) hrane koja se konzumira, (v) okoliša u kojem osoba 

živi i (vi) ne-bakterijskih članova mikrobiote poput virusa i gljivica. Također je pokazano da hrana 

ne uzrokuje bolest, ali može pogoršati simptome. Neke od namirnica koje pogoršavaju simptome 

su kava, alkohol, začinjena i masna hrana, a trenutni lijekovi koji se primjenjuju učinkoviti su u 

liječenju simptoma, ali se ne bave uzrokom niti selektivno ciljaju područje upale.  
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

Eksperimentalni dio ovog rada uključuje: (i) izolaciju DNA iz uzorka fecesa, (ii) odabir 

početnica za umnažanje specifičnih varijabilnih regija od interesa, (iii) pripremu knjižnice odnosno 

umnažanje specifičnih varijabilnih regija pomoću PCR-a, (iv) sekvenciranje pomoću Illumina 

MiSeq uređaja i (v) analizu i interpretaciju dobivenih sirovih (engl. raw data) podataka pomoću 

QIIME 2 platforme, obradu podataka unutar Microsoft Excel programa te automatiziranje i 

popunjavanje izvještaja unutar Microsoft Word dokumenta. 

3.1. PROTOKOL ZA IZOLACIJU I SEKVENCIRANJE DNA 

 Za izolaciju DNA iz uzorka fecesa praćene 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 korištenjem QIAamp PowerFecal DNA Kit-a koji se koristi 

za brzo, učinkovito i lako pročišćavanje mikrobne i domaćinove DNA. Preporuča se započinjanje 

s 0,25 g stolice ili drugog čvrstog biološkog materijala. Svaki uzorak se homogenizira u epruveti 

s kuglicama (engl. bead tube), a liza stanica olakšana je mehaničkim sudarima i kemijskim 

disrupcijama staničnih membrana čime se omogućava učinkovita ekstrakcija. Ukupna genomska 

DNA zaostaje na silika membrani spin kolone nakon čega se DNA ispire i eluira s membrane. 

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

 Određivanje koncentracije DNA jedan je od ključnih koraka kako bi se dobila optimalna 

količina DNA koja se koristi prilikom pripreme knjižnice za sekvenciranje i kako bi se postigli 

kvalitetni rezultati. Za mjerenje koncentracije DNA prije sekvenciranja, korišten 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 korištena je metoda sekvenciranja sparenih krajeva (engl. pair-end 

sequencing) pomoću Illumina MiSeq uređaja, prikazan na slici 4. Odrađeno je sekvenciranje V3 i 

V4 varijabilne regije 16S rRNA koje su umnožene u 30 ciklusa PCR-a koristeći mjesno-specifične 

početnice s adapterima. Korištene početnice su 5'-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3' i 5'-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3'. 

PCR je proveden pod sljedećim uvjetima: 95 ºC kroz 3 minute, zatim 25 ciklusa na 95 ºC po 30 

sekundi, 55 ºC po 30 sekundi, 72 ºC po 30 sekundi i krajnji korak na 72 ºC, 5 minuta. Nakon 

umnažanja PCR produkti provjereni su na 2 % agaroznom gelu, zatim pročišćeni te korišteni za 

izradu DNA knjižnice koja je sekvencionirana Illumina MiSeq uređajem. 

 

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

 Nakon što su dobiveni rezultati sekvenciranja potrebno ih je obraditi kako bi dobili 

rezultate taksonomske zastupljenosti prisutnih bakterija. Za obradu rezultata koristio se 

bioinformatički alat QIIME 2 (engl. Quantitative Insights Into Microbial Ecology). To je javno 

dostupna, bioinformatička platforma koja se koristi za analizu mikrobioma pri čemu prevodi sirove 

podatke nastale sekvenciranjem u korisne grafičke prikaze i statističke rezultate te se pomoću njih 

razjašnjava prisutnost mikrobnih zajednica u crijevu čovjeka. Platforma QIIME 2 omogućuje 

korisnicima razumijevanje podataka, unaprjeđujući transparentnost i ponovljivost. Ovom 

platformom postiže se klasteriranje sličnih sekvenci, taksonomsko određivanje, kontrola kvalitete, 

filogenetička rekonstrukcija, izračun mjera raznolikosti te vizualizacija dobivenih rezultata. 

Koristi se u brojnim istraživanjima što potvrđuje njegovu kvalitetu i 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 različite operativne sustave moguće je pronaći 

na njihovoj mrežnoj stranici (https://qiime2.org/). Koraci koji se mogu provesti u QIIME 2 

programu prikazani su na slici 5. 

 

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

označeni podaci, ii) žutom metode rada, iii) plavom vizualizacija podataka (QIIME 2, 2022) 

https://qiime2.org/
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 Sirovi rezultati dobiveni nakon sekvenciranja obrađeni su u programu QIIME 2 u kojem 

se koristi FASTQ format. FASTA je tekstualni format koji pohranjuje biološke sekvence kod kojeg 

Q označava „quality“, pa tako FASTAQ format sadrži podatke o kvaliteti očitanja svakog 

nukleotida. Sirovi podaci sekvenciranja dolaze u FASTQ obliku pri čemu jedna datoteka odgovara 

očitanim sljedovima nukleotida u prednjem (engl. forward) načinu čitanja, a druga stražnjem (engl. 

reverse). 

 QIIME 2 koristi FASTQ rezultate za procese skraćivanja i filtriranja na temelju rezultata 

kvalitete pri kojemu se uklanja dio koji ne zadovoljava minimalne kriterije kvalitete. Za 

kvalitativno filtriranje sekvenci, spajanje očitanja (forward i reverse read), filtriranje kimeričkih 

sekvenci koristi se DADA2 algoritam (Kim i sur., 2020). Rezultat DADA2 analize je tablica 

varijanti amplikon sekvenciranja (engl. Amplicon Sequence Variants, ASV) sekvence koje se 

međusobno razlikuju u jednom nukleotidu. Dobivene sekvence se uspoređuju sa sekvencama iz 

baze podataka s poznatom taksonomijom. Softverski alati koji dodjeljuju taksonomiju podržavaju 

različite metode klasifikacije te imaju mogućnost koristiti različite referentne baze podataka 

genoma poput SILVA i Greengenes. Dobivene taksonomske klasifikacije vizualiziraju se 

stupčastim dijagramom.   

3.3. OBRADA PODATAKA MICROSOFT EXCELOM 

 Podaci obrađeni u QIIME 2 programu dobivaju se u obliku tablice značajki (engl. 

feature table) koja se može izvesti u formatu BIOM („Biological Observation Matrix“) tablice. 

Biom format je temeljni tip podataka za analize u mikrobnoj ekologiji. On olakšava učinkovito 

rukovanje i pohranjivanje velikih, rijetkih bioloških tablica. Također, omogućava multipleksiranje 

temeljnih podataka istraživanja u jednu datoteku te korištenje ovih tablica kod alata koji 

podržavaju ovaj format (https://biom-

format.readthedocs.io/en/1.1.0/documentation/biom_format.html). U istraživanjima 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 sadržava informacije o sekvencama i taksonomskoj identifikaciji uzorka koje je 

moguće prenijeti u Microsoft Excel program u obliku .xlsx formata što će biti objašnjeno u 

narednom dijelu ovoga rada. 

https://biom-format.readthedocs.io/en/1.1.0/documentation/biom_format.html
https://biom-format.readthedocs.io/en/1.1.0/documentation/biom_format.html
https://nephele.niaid.nih.gov/da_details/
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 Analiza i obrada podataka provedena je uz pomoć Microsoft Excel programa. Kako bi 

se iz CSV-a (engl. comma-separated values) dobili podaci u Excel formatu potrebno je napraviti 

sljedeće korake:  

1. Otvoriti novi Excel dokument, potom odabrati karticu „Podaci“ te kliknuti „Iz teksta“ 

2. U dijaloškom okviru „Uvoz tekstualne datoteke“ pronađe se i odabere tekstualna datoteka 

koja se želi uvesti, a zatim se klikne „Uvoz“ 

3. Potom se otvara „Čarobnjak za uvoz teksta“ u kojem se odabire „Razgraničeni“ te se 

odabiru graničnici: „Tabulator“ i „Zarez“. Važno je odabrati ispravan graničnik kako bi se 

podatkovna polja mogla pravilno raščlaniti tijekom uvoza 

U Excelu su korištene različite funkcije kako bi se dobili rezultati potrebni za izvještaje. Obradom 

podataka dobivena je zastupljenost pojedinih bakterija za svaki uzorak na nivou koljena, porodice 

i roda, omjer koljena Firmicutes/Bacteroidetes i omjer Prevotella/Bacteroides. Također je 

određena i prosječna zastupljenost pojedine bakterije uz pomoć funkcije AVERAGE koja vraća 

prosjek, odnosno aritmetičku sredinu argumenta. U tablicama gdje je bilo potrebno navesti 10 

najzastupljenijih bakterijskih porodica ili bakterijskih rodova kod pojedinca korištena je funkcija 

LARGE koja koristi sljedeće argumente: 

• polje (engl. array) - označava polje ili raspon podataka za koje želimo odrediti najveću 

vrijednost 

• k - predstavlja cijeli broj koji navodi poziciju od najveće vrijednosti u nizu 

Stoga je upisana funkcija LARGE te je odabran raspon podataka unutar kojeg će se odrediti 

najveća vrijednost, a k-1 označava da je potrebno odrediti najveći broj unutar raspona. Stupci koji 

se označavaju slovima zaključani su upisivanjem „$“ ispred. Za određivanje drugog najvećeg broja 

u odabranom rasponu umjesto k-1 upisuje se k-2, itd. Ukoliko se pojavi #NUM pogreška to 

označava da je polje prazno ili k ≤ 0 ili veće od broja podatkovnih točaka. Nakon što je dobiveno 

10 najvećih vrijednosti za svakog pojedinca potrebno je dodijeliti naziv bakterije koja predstavlja 

svaku pojedinu vrijednost. Za to je korištena formula INDEX MATCH koja je kombinacija dviju 

funkcija te je alternativa VLOOKUP funkciji koji ima određena ograničenja poput:  

• traženja vrijednost slijeva nadesno pa je potrebno obratiti pažnju prilikom izrade tablice, 
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• koristi statičku referencu stupca pa tako dolazi do prekida formule svaki put kada se 

doda/obriše stupac. 

Upravo zbog ovih ograničenja korištena je kombinacija funkcija INDEX i MATCH. INDEX 

(Povratna vrijednost; MATCH (Tražena vrijednost; Raspon traženja; 0)), prikazana na slici 6. 

MATCH funkcija koristi se u okviru INDEX funkcije te definira relativni položaj tražene 

vrijednosti u zadanom rasponu dok INDEX vraća rezultat iz odgovarajuće ćelije. Cilj korištenja 

ove kombinacije funkcija je identificirati bakteriju koja se nalazi iza traženog postotka. Za 

„Povratnu vrijednost“ odabire se prvi red u kojemu se nalaze nazivi bakterija (na slici označeno 

plavom bojom), potom se odabire MATCH funkcija. Za „Traženu vrijednost“ odabire se ćelija 

koja se želi pronaći, u ovom slučaju najveći postotak određene bakterije (na slici označeno 

crvenom bojom) koji je dobiven korištenjem funkcije LARGE. Nakon toga odabire se “Raspon 

traženja“, a to je red u kojemu se odabrana vrijednost pretražuje (na slici označeno ljubičastom 

bojom). Primjerice, u ovom slučaju pretražuje se bakterija koja odgovara dobivenom postotku. 

Naposlijetku se upisuje 0 koja označava točno podudaranje vrijednosti. Ako nije pronađeno točno 

podudaranje, formula vraća #N/A. 

 

Slika 6. Prikaz kombinacije INDEX i MATCH funkcija u Excelu koje se koriste za pronalaženje 

bakterije za određeni postotak 

U Microsoft Excelu korištena je i funkcija STDEV koja predstavlja mjeru koliko su vrijednosti 

raspršene od prosječne vrijednosti. Ova funkcija bila je potrebna u tablici s 10 najzastupljenijih 

bakterijskih rodova u kojoj je bilo potrebno odrediti očekivani raspon zastupljenosti određenih 

bakterijskih rodova. Nadalje, u Microsoft Wordu izrađen je jedan izvještaj koji je služio kao 

šablona (engl. template) za popunjavanje podataka iz Excela kako bi svaki ispitanik dobio svoj 

izvještaj sa sastavom crijevne mikrobiote. Kako bi se Word automatizirao i dohvaćao potrebne 

podatke, koji se nalaze u ćelijama u Excelu, na određena mjesta u Word dokumentu potrebno je 

napraviti sljedeće:    
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1. otvoriti Microsoft Word dokument u kojemu je izrađen izvještaj te služi kao šablona za 

popunjavanje podataka iz Excela 

2. otvoriti karticu „Skupina pisama“ zatim unutar grupe „Pokretanje cirkularnih pisama“ 

kliknuti „Odaberi primatelje“ potom „Koristi postojeći popis“ 

3. otvara se dijaloški okvir „Odabir izvora podataka“ zatim je potrebno odabrati Excel sa 

željenim podacima, kliknuti „Otvori“ pri čemu se otvara novi dijaloški okvir „Odabir 

tablice“ unutar kojeg se bira željena kartica Excela. 

Nakon toga se popunjavaju različite tablice u Microsoft Word izvještaju. U narednom dijelu biti 

će opisano automatiziranje tablice koja daje podatke o zastupljenosti bakterijskog koljena kod 

svakog pojedinca. Sve ostale tablice u izvještaju popunjene su provođenjem istog postupka. Na 

slici 7 prikazana je tablica prije umetanja spojnih polja. Kako bi se spojna polja umetnula potrebno 

je napraviti sljedeće; riječ „Ispitanik“ potrebno je označiti, otvoriti karticu „Skupina pisama“ i 

unutar grupe „Polja za unos i umetanje“ kliknuti „Umetni spojna polja“ pri čemu se otvara padajući 

izbornik u kojemu je potrebno odabrati „index“. Zatim u drugom stupcu, drugom redu klikne se 

na prazno polje i ponovi se postupak pri čemu se odabire „d_Bacteriap_Bacteroidota1“ 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“. Budući da rezultati nisu prikazani u postotcima potrebno je urediti 

podatke. 

 

Slika 7. Prikaz tablice prije umetanja spojnih polja 

 

Slika 8. Prikaz tablice nakon umetanja spojnih polja 
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Slika 9. Prikaz tablice s rezultatima nakon što je napravljeno popunjavanje s podacima 

 

Slika 10. Prikaz tablice nakon ubacivanja praznog polja pomoću  prečice „CTRL + F9“ kako bi 

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

 

Slika 11. Prikaz tablice gdje se prikazuje sintaksa pomoću koje program Word umetne spojno 

polje i izračuna na postotnu vrijednost 

 

Slika 12. Konačni prikaz tablice s rezultatima u postotcima 

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

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

kliknuti desnu tipku na mišu i odabrati „Preklopi kodove polja“ 

2. zatim se ubacuje prazno polje u Word dokument korištenjem prečice na tipkovnici (CTRL 

+ F9) pri čemu se dobiva tablica kao na slici 10 
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3. zatim, kao što 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 zaokruženi 

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 I RASPRAVA 

Svrha ovog rada bila je izrada automatiziranog računalnog sustava za izradu izvještaja o 

sastavu mikrobiote ispitanika uključenih u pilot projekt „Crijevna mikrobiota radno-aktivne 

populacije RH“. Sastav crijevne mikrobiote čovjeka vrlo je složen te sadrži dinamičnu populaciju 

mikroorganizama koja ovisi o brojnim čimbenicima poput prehrane, starosti, načinu življenja, a 

sastav mikoorganizama ima značajan utjecaj na domaćina tijekom homeostaze i bolesti. Kao što 

je prethodno u radu navedeno, crijevna mikrobiota ima važnu ulogu u formiranju imunosnog 

sustava, zaštiti od patogenih bakterija, proizvodnji vitamina i kratkolančanih masnih kiselina te 

razgradnji nutrijenata unesenih putem hrane. Nakon što su uzorci prikupljeni provedena je izolacija 

DNA iz uzoraka fecesa te je izolirana DNA sekvencirana. Dobiveni sirovi rezultati obrađeni su 

pomoću QIIME 2 platforme i Microsoft Excela kako bi se dobili podaci o zastupljenosti svih 

taksonomskih kategorija kod pojedinaca i očekivani raspon svake taksonomske kategorije te kako 

bi se, na kraju, generirao izvještaj za svakog pojedinca uključenog u projekt. 

4.1. SIROVI PODACI 

Od 59 uzoraka, prikupljenih od ispitanika iz ustanova uključenih u pilot projekt 

(Prehrambeno-biotehnološki fakultet Sveučilišta u Zagrebu i Institut za antropologiju), 

sekvenciranjem je očitano 9.785.448 sirovih sljedova amplikona. Broj sekvenci po uzorku bio je 

u rasponu od 49649 do 305972 s prosječnim brojem sekvenci od 164670 po uzorku. Provjera 

kvalitete očitanih sekvenci izvršena je na temelju profila kvalitete očitanja, dobivenog na osnovu 

izračuna kvalitete očitanja svakog nukleotida za 10000 slučajno izabranih sekvenci iz cjelokupnog 

uzorka. Dijagrami kvalitete očitanih prednjih i stražnjih sljedova nukleotida, prikazan na slici 13, 

dobivaju se unošenjem .qzv datoteke i odabirom kartice „Interaktivni grafikon kvalitete“ na 

QIIME 2 Viewu. Cilj je zadržati što više baza kako bi bilo dovoljno dugo da omogući uspješno 

spajanje prednjeg i stražnjeg očitanja, ali ukloniti baze koje imaju ocjene niske kvalitete kako bi 

rezultati bili kvalitetniji. Na slici 13 je vidljivo da je kvaliteta očitanog stražnjeg slijeda nukleotida 

vrlo loša stoga je on odbačen te je korišteno samo prednje očitanje na kojem je provedeno 

skraćivanje na poziciji od 220 nukleotida jer iza te pozicije dolazi do pada kvalitete očitanih 

nukleotida. 
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Slika 13. Kvaliteta sirovih podataka očitanih u prednjem (engl. forward) načinu čitanja i 

stražnjem (engl. reverse) pomoću QIIME 2 platforme 

Nakon kvalitetnog filtriranja sirovih sekvenci, uklanjanja grešaka sekvenciranja i 

kimeričkih sekvenci pomoću QIIME 2 programa određena je prisutnost bakterija u pojedinom 

uzorku te je vizualizirano stupčastim 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 najvećoj u obliku stupčastog dijagrama. Legenda 

prikazuje taksonomske kategorije označene slovima koja redom označavaju: slovo „d“ označava 

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 znači da pojedinom slijedu DNA sekvence nije bilo moguće pouzdano odrediti 

taksonomsku pripadnost. S obzirom da je korišten samo dio prednjeg očitanja rezultati su bili 

dovoljni za dodjeljivanje taksonomije na nivou roda kao najviše postignute rezolucije.  
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Slika 14. Prikaz stupčastog dijagrama zastupljenosti bakterija na razini roda u probavnom 

sustavu ispitanika pomoću QIIME 2 platforme 

4.2. IZRADA IZVJEŠTAJA ZA SVAKOG ISPITANIKA  

Biom tablica u CSV formatu unesena je u Excel kao što 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 izračunata prosječna vrijednost i standardna 

devijacija za sve taksonomske kategorije. Srednja vrijednost i standardna devijacija su računate 

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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Slika 15. Dio tabličnog prikaza zastupljenosti bakterija na razini koljena s izračunatom 

standardnom devijacijom i prosječnom zastupljenošću 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 također zabilježena i najmanja alfa raznolikost. 

Dva najdominantnija bakterijska koljena, Firmicutes i Bacteroidetes, kod ispitanika su 

zastupljena u različitim omjerima. Raspon bakterija iz Firmicutes koljena kod ispitanika iznosi 

13,02-91,28 %, a srednja vrijednost 62,58 % što ga čini najzastupljenijim koljenom crijevne 

mikrobiote u promatranoj populaciji. Najniža zastupljenost (13,02 %) zabilježena je samo kod 

jednog ispitanika, IM-17. Svi ostali ispitanici imaju zastupljenost veću od 20 %, a očekivani raspon 

Firmicutes koljena je 20-80 %.  
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Drugo najzastupljenije bakterijsko koljeno je Bacteroidetes s rasponom 2,60-85,12 % te 

prosječnom vrijednosti 30,60 % i očekivanim rasponom 10-60 %. Iako je kod većine 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.  

Treće najzastupljenije bakterijsko koljeno, nakon Firmicutes i Bacteroidetes, je 

Actinobacteria čija je prosječna vrijednost 4,87 %, a najniža zastupljenost zabilježena je kod IM-

74 sa svega 0,02 %. Nakon njih slijede koljena Verrucomicrobiota s prosječnom vrijednošću 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 zastupljenošću kod ispitanika su: 

Verrucomicrobiota, Proteobacteria, Campilobacterota, Cyanobacteria, Deferribacterota,, 

Desulfobacterota, Fusobacteriota, Patescibacteria, Spirochaetota, Synergistota.       

Kako bi popunili izvještaj, koji je napravljen na osnovi pregleda literature u obliku Word 

dokumenta, izrađen je novi list u Excel dokumentu, nastalom iz BIOM matrice, u koji su izvađena 

sva polja iz predloška izvještaja za sve sudionike, kao što je prikazano na slici 16. Podaci obrađeni 

u Excelu koristili su se za popunjavanje prethodno izrađenog i automatiziranog Word dokumenta 

te analizu taksonomske zastupljenosti bakterija u uzorcima. 
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Slika 16. Prikaz Excel tablice s podacima za popunjavanje izvještaja u programu Microsoft 

Wordu 

Najzastupljeniji bakterijski rodovi koji dominiraju i njihove prosječne 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 

među 10 najzastupljenijih pojavljuju se još 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 većine 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, četiri ispitanika Prevotella rod, šest 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. Članovi 

Bifidobacterium su među prvim mikrobima koji koloniziraju humani gastrointestinalni trakt te 

pozitivno djeluju na domaćina i često se koriste kao probiotici. Povezuje ih se s proizvodnjom 

metabolita kao što su masne kiseline, vitamini, razvoj imunološkog sustava i prevencijom crijevnih 

poremećaja, a zastupljenost Bifidobacterium roda smanjuje se starenjem (Wong i sur., 2020; King 

i sur., 2019). Bifidobacterium se također povezuje s unosom biljnih proteina prisutnih u brokuli, 

prokulicama, grahu i šparogama. U 51 uzorku od 59, detektiran je Bifidobacterium rod, a 26 

uzoraka Bifidobacterium ima među deset najzastupljenijih rodova pri čemu je najveću 

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

Kable i sur. (2021) otkrili su da je relativna brojnost pektolitičkih bakterija roda 

Lachnospira značajno povezan s prehranom koja sadrži visoku količinu vlakana iz cijelog voća, 

isključujući bobičasto voće. Prethodno su je Jiang i sur. (2020) povezali s povećanim unosom voća 

i povrća kod 1879 odraslih Kineza te je nedavno nasumično 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 i bogatstvo mikrobioma jer pružaju mnoštvo supstrata 

za reakcije fermentacije koje provode specifične vrste mikroba. De Filippo i sur. (2010) u svom 

istraživanju su pokazali da je Prevotella prisutna kod djece u Burkini Faso koja su jela hranu s 

malo masti i životinjskih bjelančevina, a bogatu škrobom, vlaknima i biljnim bjelančevinama u 

usporedbi s djecom iz Italije koja se hrane „zapadnjačkom“ hranom bogatom životinjskim 

bjelančevinama, šećerom, škrobom i mastima s malo vlakana. 

Lachnospira je detektirana kod 55 ispitanika s relativno malom zastupljenošću. Kod 9 

uzoraka nalazi se u deset najzastupljenijih mikroorganizama pri čemu je najveća zastupljenost 

opažena kod IM-3 (6,42 %) uzorka. Prevotella rod pronađen je kod 24 ispitanika, a 9 uzoraka 

sadrži Prevotella rod među deset najzastupljenijih bakterija na razini roda. Od toga četiri 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 istraživanjima budući da je ispitanik IM-73 vegan, a ispitanik IM-81 vegetarijanac što 
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znači 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 povećani unos vlakana. Dodaci prehrani mogu doprinijeti drukčijem sastavu crijevne 

mikrobiote, a definiraju se kao „pripravci proizvedeni iz koncentriranih izvora hranjivih tvari 

(vitamini i minerali) ili drugih tvari s hranjivim ili fiziološkim učinkom koji imaju svrhu dodatno 

obogatiti uobičajenu prehranu u cilju održavanja zdravlja (aminokiseline, esencijalne masne 

kiseline, vlakna, biljne vrste, ekstrakti biljnih vrsta, mikroorganizmi, jestive gljive, alge, pčelinji 

proizvodi i druge tvari s hranjivim ili fiziološkim učinkom)“ (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, može se zaključiti da ovi ispitanici konzumiraju hranu bogatu vlaknima. 

Ruminococcus je rod koji se povezuje s dugotrajnom konzumacijom voća i povrća. Vrste 

ovog roda razgrađuju složene ugljikohidrate kao što su celuloza i rezistentni škrob te proizvode 

butirat koji djeluje kao protuupalni spoj (Tomova i sur., 2019). Pokazano je da probavljivi 

ugljikohidrati iz voća smanjuju Bacteroides i Clostridia, a neprobavljivi povećavaju broj bakterija 

mliječne kiseline, Ruminococcus, Eubacterium rectale i Roseburiu te smanjuju Clostridium i 

Enterococcus vrste. U 53 uzoraka detektiran je Ruminococcus rod, a 35 uzoraka sadrži ovaj rod 

među 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 također je detektirana visoka 

zastupljenost Bacteroides, Blautia i Faecalibacterium roda. 

Različita istraživanja pokazala su da je prehrana jedan od glavnih čimbenika promjene u 

raznolikosti crijevnog mikrobioma, kako kratkoročno tako i dugoročno. Visoka zastupljenost 

Firmicutes koljena povezuje se s visokom potrošnjom jednostavnih ugljikohidrata i zasićenih 

masti te malim unosom mikronutrijenata i vlakana (Orbe-Orihuela i sur., 2018). Nedavna 

istraživanja provedena na miševima koji su bili hranjeni s visokim udjelom masti i šećera ili s 

niskim udjelom masti i visokim udjelom šećera, otkrila su da miševi hranjeni s visokim udjelom 

masti i šećera imaju smanjenje Bacteroidetes, a povećanje Firmicutes koljena. Kod ispitanika 

najveću zastupljenost Firmicutes koljena ima IM-57 (91,37 %), a najzastupljeniji rodovi od 

najvećeg prema najmanjem su: Blautia (22,87 %), Agathobacter (15,38 %), Ruminococcus (9,22 

https://zdravlje.gov.hr/ministarstvo-zdravlja/djelokrug/uprava-za-unaprjedjenje-zdravlja-710/hrana/dodaci-prehrani/731
https://zdravlje.gov.hr/ministarstvo-zdravlja/djelokrug/uprava-za-unaprjedjenje-zdravlja-710/hrana/dodaci-prehrani/731
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%) dok je zastupljenost Bacteroides roda svega 1,87 %. Također kod ispitanika IM-13 zabilježena 

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, 

može se pretpostaviti da ovi ispitanici konzumiraju hranu s visokim udjelom masti i šećera. 

Bakterijski rodovi pronađeni 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 IZVJEŠTAJ ZA ISPITANIKE 

Na kraju je svaki ispitanik dobio popunjeni izvještaj koji je sadržavao rezultate analize 

crijevne mikrobiote, odnosno bakterijsku zastupljenost na različitim taksonomskim kategorijama 

koje su prikazane tablicama 1-7, te informacije o pojedinim bakterijama. U prilogu je prikazan 

izvještaj koji je služio kao predložak.  

U tablici 1 izražena 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 % 

što je u skladu s istraživanjima o sastavu humane crijevne mikrobiote drugih autora.   

Tablica 1. Zastupljenost bakterijskih koljena kod ispitanika IM-1 
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Tablica 2 prikazuje deset najzastupljenijih bakterijskih porodica u postotcima kod ispitanika IM-

1. Iz tablice je vidljivo da najveću 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 

 

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

ispitanika, od najveće prema najmanjoj zastupljenosti.  

Tablica 3. Deset najzastupljenijih bakterijskih rodova kod ispitanika IM-1
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Tablica 4. Zastupljenost odabranih bakterijskih rodova i njihov očekivani raspon za ispitanika 

IM-1 

 

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

očekivani raspon koji je dobiven tako što je izračunata srednja vrijednost bakterijskog roda u 

populaciji +- dvije standardne devijacije.  

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

 

Ravnoteža Firmicutes i Bacteroidetes bakterija često se opisuje kao omjer 

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

veći omjer F/B, a mršave manji (Koliada i sur., 2017). Kasai i sur. (2015) te Riva i sur. (2017) 

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

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

objašnjenja navode da je Firmicutes učinkovitiji u korištenju izvora energije od Bacteroidetes čime 

se omogućava veća dostupnost energije domaćinu koje rezultira povećanjem tjelesne mase. 

Međutim, rezultati nekih istraživanja nisu u skladu s prethodno navedenim istraživanjima, ali je iz 

brojnih studija provedenih na životinjama 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, zasićenim mastima i niskim 

razinama ugljikohidrata (Reyes i sur., 2016). Tablica 5 prikazuje Firmicutes/Bacteroidetes omjer 

ispitanika te referentnu vrijednost. Iz tablice je vidljivo da je omjer F/B blago veći od referentne 

vrijednosti što može 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 

 

Nakon uvođenja enterotipova (Bacteroides, Prevotella i Ruminococcus), Roager i 

suradnici su uveli novi Prevotella/Bacteroides omjer, prikazan tablicom 6. Crijevni mikrobiom u 

kojem dominira Prevotella, kao što je već navedeno prethodno, povezuje se s vegetarijanstvom ili 

s neindustrijaliziranom prehranom bogatom vlaknima. Ovaj omjer je važan jer se pokazalo da su 

osobe s višim omjerom Prevotella/Bacteroides skloniji gubitku težine kada im je dana prehrana 

bogata vlaknima/cjelovitim žitaricama dok su osobe s većom količinom Bacteroides više gubile 

na težini kada su konzumirale kapsaicin, što naglašava potrebu za personaliziranom prehranom 

(van der Vossen i sur., 2022).  

Primjeri mikrobioma bogatih Prevotella rodom mogu se također pronaći u istraživanjima 

provedenim u ruralnim populacijama u Africi, Južnoj Americi, Sjeveroistočnoj Aziji gdje se 

konzumira više vlakana. S druge strane Bacteroides enterotip povezuje se s zapadnjačkom 

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 okoliša u istraživanju u kojem su ljudi migrirali iz ruralnog 

Tajlanda u Sjedinjene Američke Države. Još jedno istraživanje koje su proveli Wu i sur. (2011) na 

devedeset osam odraslih osoba pokazalo je da osobe čija je mikrobiota bogata Prevotellom imaju 

tendenciju da konzumiraju više vlakana, dok oni s visokim udjelom Bacteroides konzumiraju više 

proteina i masti, što znači 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 veći od 1, 

a to su: IM-3 (1,46), IM-73 (3,04), IM-81 (4,23), IM-89 (4,09). Povećani omjer 
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Prevotella/Bacteroides može biti posljedica povećanog unosa vlakana, budući da je dugoročni 

unos hrane bogate vlaknima povezan s povećanim 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 

 

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 veća bakterijska raznolikost pozitivno djeluje na ljudsko zdravlje. Alfa raznolikost izražena 

je metrikom- observed features koja procjenjuje broj bakterijskih vrsta unutar pojedinog uzorka 

brojanjem različitih. Neki od uobičajenih indeksa alfa raznolikosti su: Chao indeks, Simpson 

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

U ovom radu, prosječan broj vrsta koje sačinjavaju crijevnu mikrobiotu iznosio je 165. 

Najveću alfa raznolikost koja iznosi 283,1 određena je kod ispitanika IM-64, a najmanju IM-17 s 

67,4. S druge strane, beta raznolikost daje informaciju koliko je promatrani uzorak sličan ili različit 

u usporedbi s ostalim uzorcima koji su analizirani. Što su točke na grafu bliže to su uzorci sličniji. 

Beta raznolikost svih promatranih pojedinaca prikazana je na slici 17.  
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Slika 17. Beta raznolikost promatranih uzoraka 

Svaka boja prikazuje jedan promatrani uzorak. 
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5. ZAKLJUČCI 

Na temelju provedenog istraživanja i analize rezultata može se zaključiti sljedeće: 

1. Kvaliteta sekvenciranja nije bila dovoljna za spajanje očitanih sekvencija DNA te su za 

analizu korištena samo prednja očitanja do 220-og nukleotida. 

2. U promatranoj populaciji, sukladno postojećim istraživanjima, kao dominantna koljena su 

identificirana Firmicutes i Bacteroidetes. 

3. Najzastupljeniji rod detektiran u promatranoj populaciji je Bacteroides, koji je 

najzastupljeniji u crijevnoj mikrobioti 29 od 59 ispitanika. 

4. Rod Prevotella nije detektiran kod većine ispitanika, a zastupljenost veću od 10 % imaju 

samo četiri ispitanika. 

5. Programi Excel i Word, paketa MS Office, uspješno su korišteni za obradu podataka o 

taksonomskoj zastupljenosti bakterija u uzorcima te izradu izvještaja za svakog ispitanika. 
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