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1. UvOD

Gastrointestinalni sustav covjeka velika je 1 aktivna povrSina koja posreduje interakcije
domacina, okoline te brojnih mikroorganizama koji ga koloniziraju. Gastrontestinalna
mikrobiota obuhvaca sve zive organizme koji koloniziraju gastrointestinalni sustav,
ukljucujuéi bakterije, arheje, protozoe, viruse, gljive i druge eukariote. Dugi se niz godina
fokus istrazivanja usmjeravao iskljuCivo na bakterije zbog njihove najvece zastupljenosti.
Sama mikrobiota kompleksno je sastavljena uglavnom od anaerobnih, nepatogenih bakterija
koje sudjeluju u razvoju, vitalnim fizioloskim i imunosnim procesima, probavi i metabolizmu
domacina te prevenciji bolesti i obrani od patogena. Vazan utjecaj na mikrobiotu pojedinca
imaju nacin Zivota 1 prehrana. Raznolikost gastrointestinalne mikrobiote potencijalni je
biomarker - pokazatelj kakvoc¢e dugoroéne prehrane koja je usko povezana s razvojem bolesti.
Eubioza oznacava ravnotezu ekosustava gastrointestinalne mikrobiote. Promjene u sastavu i
zastupljenosti odredenih mikrobnih populacija koje dovode do zdravstvenih problema
nazivamo disbiozom te su usko povezane s razli¢itim zdravstvenim stanjima i bolestima $to
gastrointestinalnu mikrobiotu ¢ini potencijalnom metom buducih istrazivanja, prevencije,
dijagnostike i lijeCenja. Mikrobiom jest naziv za ukupan genetski materijal prisutnih
mikroorganizama. Mikrobiomika je kao novo istrazivacko polje metagenomike poslijednjih
deset godina napredovala razvojem tehnologije sekvenciranja 1 bioinformatike te omogucila
interdisciplinarni pristup i detaljnije spoznaje o mikrobioti. Stjecanje uvida u sastav mikrobiote
temelji se na analizi DNA molekula, odnosno metodama sekvenciranja sljedece generacije.
Glavni nacini istrazivanja mikrobioma su amplikon sekvenciranje marker gena te
sekvenciranje cjelovitih genoma. Rezultate ovih molekularnih analiza potrebno je
bioinformaticki obraditi i interpretirati.

U Hrvatskoj kroni¢ne nezarazne bolesti predstavljaju velik javnozdravstveni problem te su
vode¢i uzrok smrtnosti. Uzrok tome su sjedilacki 1 stresan nacin Zivota, nedovoljna tjelesna
aktivnost i neuravnotezena prehrana koja se odlikuje ¢estom konzumacijom brze hrane, hrane
uzgojene na,,umjetan‘ nac¢in, odnosno visokoprocesirane hrane. Ukupan energetski unos i unos
proteina 1 masti ve¢i su od preporucenih. Namirnice zivotinjskog porijekla visoko su
zastupljene u prehrani Hrvata, posebice meso i mesni proizvodi. Hrana je nerijetko
visokokalori¢na, bogata mastima (unos zasi¢enih masnih kiselina vec¢i je od preporucenog) i
Secerima. U hrvatskoj je populaciji velik postotak ljudi prekomjerne tjelesne mase i pretilih
ljudi predisponiranih za razvoj kroni¢nih nezaraznih bolesti. Takoder, velik je broj pusaca 1

ljudi koji konzumiraju alkoholna pica.



Cilj ovog rada bio je istraziti raznolikost i taksonomski sastav crijevne mikrobiote
reprezentativnog dijela urbane hrvatske populacije, odrediti klju¢ne mikroorganizme na nizim
taksonomskim razinama, ukoliko je moguce, te ih povezati s na¢inom zivota i prehrane u
Hrvatskoj. To su omogucile odabrane molekularne metode analize te bioinformaticka obrada

QIIME 2 racunalnom platformom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. GASTROINTESTINALNA MIKROBIOTA | FUNKCIJA

Mikrobiota je taksonomski sastav mikroorganizama na odredenom podruc¢ju
uzorkovanja (Tseng i Wu, 2019). Glavna mjesta kolonizacije mikroorganizama na i u ljudskom
tijelu su usna Supljina, koza, pluca, gastrointestinalno (GI) te vaginalno podrucje Zena (The
Human Microbiome Project Consortium, 2012). GI mikrobiotu sisavaca ¢ini sloZena zajednica
mikroorganizama koji koloniziraju probavni sustav domacina, S§to ga ¢ini dinami¢nim i
simbiotskim organizmom. Taj raznoliki ekosustav najbogatiji je u ljudskom organizmu te ga
¢ini vise od tisuéu milijardi (10'?) bakterija, arheja, protozoa, virusa, gljiva i drugih
eukariotskih organizama od kojih je vecina nepatogenih (Barko i sur., 2018). Zastupljenoséu
prevladavaju bakterije medu kojima razlikujemo oko 100 razlicitih vrsta (Loftus 1 sur., 2021).
Vecina se nalazi u debelom crijevu ¢ovjeka (oko 10*? stanica) obzirom da su Zeludac, ¢ija je
pH vrijednost vrlo niska, i tanko crijevo, u koje se izluuju sokovi gusterace, nepovoljna
sredina za rast mikroorganizama. Takoder, peristaltika crijeva ograni¢ava stabilnu kolonizaciju

(Bull i Plummer, 2014).

MjeSovita bakterijska zajednica esencijalna je za homeostazu i normalno funkcioniranje
organizma. Mikroorganizmi GI sustava zive u lumenu crijeva, gdje pomazu primarni i
sekundarni metabolizam te na povrSini crijevne sluznice, gdje ostvaruju interakcije sa
stanicama domacinovog imunosnog sustava (Durack i Lynch, 2018). U ljudi su za nastajanje
simbointske zajednice izmedu mikrobiote 1 sluznice crijeva zasluzne slozene interakcije
bakterijskih i domacinskih imunoloskih signalnih puteva koji omogucuju uzajamnu toleranciju
i koegzistenciju. Interakcije domacin-stanica-mikroorganizam vrlo su kompleksne te ovise o
samom tipu stanice. Na primjer, mikrobiom u kriptama tankog crijeva regulira proliferaciju
enterocita putem regulacije replikacije DNA i ekspresije gena, dok mikrobiom koji kolonizira
podrucje vila regulira ekspresiju gena povezanih s metabolickim 1 imunoloskim funkcijama
(Olszak i sur., 2012). S druge strane, domacinove stanice utjeCu na mikrobiotu tako $to
enterociti i Panethove stanice Iuce sluz i antibakterijske tvari (Pelaseyed i sur., 2014). Pomocu
malih, difuzibilnih quorum sensing molekula koje Iuce, mikrobne stanice komuniciraju
medusobno, ali 1 s domacinom. Takoder, stanice mikroorganizama proizvode 1 kompleksnije
molekule poput makrolida i poliketida, od kojih mnoge imaju antimikrobni potencijal i/ili

imunomodulatornu aktivnost (Donia i Fischbach, 2015).



Brojne studije provedene na Covjeku, ali i drugim sisavcima potvrduju sudjelovanje i utjecaj
mikrobioma na brojne fizioloske procese u organizmu poput probavljanja hrane, metabolizma
ugljikohidrata i aminokiselina, homeostaze energije, sinteze aminokiselina, vitamina i drugih
nutrijenata, endokrinog signaliziranja, prevencije enteropatogene kolonizacije, metabolizma
ksenobiotika, statusa probavnog epitela te njegove proliferacije, imunoloske aktivnosti te
neuroloskog razvoja (Barko i1 sur., 2018). Mikrobiota sudjeluje u biotransformacijama kojima
tvari iz hrane postaju bioaktivne. Takoder, zasluzna je i za konverziju inaktivnih terapeutika
(engl. prodrugs) u njihove aktivne oblike (Carmody i Turnbaugh, 2014; Sousa i sur., 2008;
Peppercorn i Goldman, 1972).

Kako bi usmjerila odredene aktivnosti crijevne sluznice i crijevnog ziv€anog sustava,
mikrobiota sintetizira brojne kemijske medijatore koji ¢e putem krvotoka ostvariti
komunikaciju s organima poput mozga, srca i jetre (Evans i sur., 2013). IstraZivanjem na
miSevima dokazano je da mikrobiom ostvaruje interakciju s oko 10 % metabolic¢kih puteva
domacina te da su brojni metaboliti plazme upravo mikrobnog porijekla (Wikoff i sur., 2009).
Medu identificiranim metabolickim putevima mikrobnog porijekla nalaze se oni ukljuceni u
katabolizam slozenih ugljikohidrata kojim nastaju kratkolan¢ane masne kiseline (engl. short
chain fatty acids, SCFA) te anti-upalni i anti-proliferativni lipidi koji su esencijalni izvor
energije epitelnim stanicama gastrointestinalnog sustava (Kelly i sur., 2015). S druge strane,
bakterijskom fermentacijom aminokiselina i proteina, koja se odvija u distalnom dijelu debelog
crijeva, nastaju produkti od kojih mnogi imaju toksi¢ni potencijal: hidrogen sulfid, masne
kiseline razgranatog lanca, fenol, indol, p-krezol, indoksilsulfat, p-krezilsulfat i amonijak
(Portune i sur., 2016; Verbeke i sur., 2015; Nyangale i sur., 2012). Mnogim produktima
mikrobnog metabolizma jo§ uvijek nije jasno definirana funkcija (Guo i sur., 2017; Donia i
Fischbach, 2015).

Osim §to doprinosi sistemskom metabolizmu, mikrobiota utjeCe i1 na razvoj te odrzavanje
imunosnog sustava domacina (Durack i Lynch, 2018). Vazna uloga GI mikrobiote je
metaboli¢ka proizvodnja SCFA mikrobnom fermentacijom slozenih ugljikohidrata,
prehrambenih vlakana u debelom crijevu putem uzajamnog prihranjivanja (engl. cross-feeding)
te transporta nutrijenata izmedu stanica (Sarbini 1 Rastall, 2011). Bakterije koje razgraduju
prehrambena vlakna uklju¢uju Ruminococcus callidus, Ruminococcus albus, Blautia obeum te
Prevotella spp. Takvom razgradnjom nastaju oligo- i poli- saharidi koji su supstrati butirat-
produciraju¢im vrstama poput Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Roseburia

spp, Eubacterium hallii te Anaerostipes spp (Flint i sur., 2012). Takoder, u glavne bakterijske



rodove proizvodate SCFA ubrajamo: Xylanibacter, Prevotella, Butyrivibrio i Treponema
(Flint i sur., 2008). Upravo su SCFA: acetat, propionat i butirat esencijalni i izravni izvor
energije kolonocitima te odrzavaju epitelnu barijeru i medustani¢ne veze, pomazu regulaciju
crijevne peristaltike te poticu proizvodnju mucina i anti-upalnih tvari (Barko i sur., 2018).
SCFA su i signalne molekule koje se vezu na receptore razliitih stanica (crijevne epitelne
stanice, makrofagi, dendriticke stanice i mastociti). Na taj na¢in SCFA sudjeluju u odrzavanju
homeostaze glukoze i energije, regulaciji imunosnog odgovora i upale, regulaciji hormona s
ulogom u kontroli apetita, supresije tumora (butirat), regulaciji centralnog i perifernog
zivéanog sustava (Bienenstock i sur., 2015; Cox i Blaser, 2013; Kim i sur., 2013; Flint i sur.,
2012; Hamer i sur., 2008). SCFA takoder sniZavaju intestinalnu pH vrijednost te time dodatno

otezavaju kolonizaciju patogena (Barko i sur., 2018).

GI mikrobiota razli¢itim putevima ostvaruje dvosmjernu komunikaciju sa sredi$njim ziv€anim
sustavom (SZS) domaéina putem vagusnog Zivca, veze hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna
zlijezda, sinteze neurotransmitera ili njihovih prekursora te putem hormona i bakterijskih
metabolita (npr. SCFA) (Scheperjans, 2016). Gl mikrobiota ostvaruje i indirektnu kemijsku
komunikaciju s mozgom, utjece na njegovu neurokemiju i psiholoSke procese poput emocija,
raspoloZenja, ponasSanja, percepcije, odgovora na stres, anksioznosti, refleksa, osjeta boli.
Komunikacijska os mikrobiom-crijeva-mozak vrlo je vazna za pravilan neuroloski razvoj i
funkciju (Mohajeri i sur., 2018). Pretklinic¢ke studije o odgovoru na stres proucavaju djelovanje
SZS na GI mikrobiom. U primata pre- i postnatalni stres utjeéu na sastav mikrobiote (Bailey i
sur., 2004). Mehanizmi kojima mikrobiota utje¢e na mozak sve su ¢e$¢i predmet istraZivanja.
U krvotoku cirkulirajuée SCFA utjeCu na integritet zaStitne barijere krv-mozak putem
povecane proizvodnje proteina tijesnog spoja i okludina. Tako povecan integritet onemogucava
ulazak nepoZeljnih metabolita u mozdano tkivo. Takoder, brojni mikrobni metaboliti utje¢u na
neuroimunolosku funkciju poticanjem oslobadanja citokina iz stanica kao §to su dendriticke
stanice, neutrofili i makrofazi. Takvi citokini prolaze spomenutu barijeru te mogu aktivirati
odredene neuroloske funkcije (Sampson i Mazmanian, 2015).

Urodeni 1 steceni imunoloski sustav zajednicki djeluju u prevenciji kolonizacije patogena
kojima je gastrointestinalni sustav izlozen kroz konstantni unos stranih mikroorganizama i
antigena putem hrane. Zdrava mikrobiota prva je unutarnja linija obrane protiv patogena i
toksina te u sinergiji s imunosnim sustavom domacina §titi cijeli organizam. Proizvodnjom
antimikrobnih i zastitnih tvari poput bakteriocina i/ili butirata te kompeticijom za vezna mjesta

crijevnog epitela, kao i za nutrijente, mikrobiota Stiti domacinov organizam od patogena (Bull



1 Plummer, 2014). Izlozenost razliCitim bakterijama u djetinjstvu poti¢e imunosni sustav
domacina na razvoj specifi¢nih i pozeljnih imunosnih odgovora. Drugim rije¢ima, smanjena
mikrobna raznolikost i manja izlozenost mikroorganizmima iz okolisa tijekom djetinjstva moze
podrzati razvoj imunosnog sustava koji pretjerano reagira na antigene, odnosno koji je
predisponiraniji za razvoj autoimunih bolesti i alergija (Bjorkstén i sur., 2001).

2.1.1. Mikrobiom, mikrobiomika

Ukupan genetski materijal mikroorganizama koji zive u, ali 1 na domacinu, te njihove
genske produkte nazivamo mikrobiomom (Barko i sur., 2018). Mikrobiom je skup
taksonomskih, genomskih informacija te drugih abioti¢kih ¢imbenika mikrobne zajednice. U
zdravih je sisavaca mikrobiota ko-evoluirala u simbiozi s domaéinom, pri ¢emu mikrobiom
kodira mnostvo funkcionalnih gena. Neke procjene upucuju na oko 100 puta vise kodirajuc¢ih
gena u usporedbi s ljudskim genomom (Qin i sur., 2010). Smatra se da Gl sustav sisavaca ne
koloniziraju specifiéni potpuno samostalni mikroorganizmi ve¢ oni s medusobno
preklapaju¢im metabolickim funkcijama te da je srz mikrobioma definirana relativno
konstantnom genskom zalihom (engl. gene pool) unato¢ varijacijama u sastavu mikrobiote
(Barko 1 sur., 2018). Mikrobiomika je novonastajue istraZzivatko polje usmjereno na
proucavanje zajednica mikroorganizama u razliCitim ekosustavima, ukljucujuéi sloZene
viSestanicne organizme. Mikrobiomika odreduje taksonomski sastav mikroorganizama,
analizira pripadne genome, karakterizira interakcije s domacinom te odreduje utjecaj

mikrobioma na patologiju bolesti (Barko i sur., 2018).

2.1.2. Razvoj humane mikrobiote i ¢cimbenici koji utjeCu na njen sastav

Dugo uvrijezenu tvrdnju da se sisavci radaju sterilni, odnosno da se prva inokulacija GI
sustava novorodenceta zbiva pri samom rodenju kada ¢e crijeva novorodenceta kolonizirati
mikroorganizmi prilikom kontakta s majkom, ali i okolinom (Salazar i sur., 2014), suzbijaju
studije koje dokazuju postojanje mikroorganizama jo§ u posteljici, amnionskoj tekucini,
pupcanoj vrpci i mekoniju te govore o vertikalnom prijenosu mikroorganizama s majke na plod
prije samog poroda (Aagard i sur., 2014; DiGiulio, 2012; Jiménez i sur., 2005). Sastav Gl
mikrobiote novorodencadi takoder ovisi i o na¢inu poroda. U novorodencadi rodenoj prirodnim
putem veéim su dijelom prisutne bakterije rodova Lactobacillus i Bifidobacterium koje
prirodno koloniziraju i §tite Zenski porodajni kanal. S druge strane, u novorodencadi rodenoj
carskim rezom prevladavaju zajednice bakterija prisutnih na ljudskoj kozi, dominantno roda

Staphylococcus i Acinetobacter (Collado i sur., 2015; Huurre i sur., 2008). Potonja se



mikrobiota smatra manje pozeljnom budu¢i da odredena istrazivanja dokazuju da su djeca
rodena carskim rezom podloZznija razvoju astme, alergija, dijabetesa te celijakije (Neu i
Rushing, 2011). Jo$ jedno istrazivanje otkriva da je epitel crijeva novorodencadi selektivan
prema mikroorganizmima. Naime, GI mikrobiota novorodenceta sli¢nija je maj¢inoj iz prvog
tromjesecja trudnoce nego onoj iz posljednjeg koja je manje raznolika te ujedno i povezana sa
sistemskim metabolickim upalnim stanjima (Koren i sur., 2012). Ekspresijom primarno
steCenog mikrobioma sintetizirat ¢e se enzimi koji ¢e katalizirati reakcije metabolizma Secera
iz majcinog mlijeka, kao i sintezu folata (Yatsunenko i sur., 2012; Kurokawa i sur., 2007).
Probavni trakt prvo koloniziraju aerobni mikroorganizmi poput enterobakterija, stafilokoka i
streptokoka, od kojih mnogi imaju patogeni potencijal (Pop, 2012). Probavni mikrookoli$
poc¢inje se mijenjati kroz nekoliko dana kada slijedi kolonizacija anaeroba, kada rod
Bifidobacterium postaje dominantan, i takav ostaje za prvih nekoliko mjeseci zivota
(Bezirtzoglou, 1997). Nakon uspostavljanja ove prve mikrobiote koja se odlikuje niskim
koncentracijama 1 relativno je siromasna mikroorganizmima, te koja je direktna posljedica
maj¢ine mikrobiote, na njen daljnji razvoj utjecat ¢e razni ¢imbenici: spol (Fujimura i sur.,
2016), prelazak na krutu hranu te stjecanje prehrambenih navika, ali i sredina odrastanja.
Mikrobiota djece odrasle u ruralnim podruc¢jima bitno se razlikuje od mikrobiote djece urbanih
sredina. Ruralni okoli§ povezan je s ve¢om relativnom zastupljenos¢u razli¢itih bakterijskih
rodova i/ili vrsta Cija prisutnost pozitivno korelira s boljim zdravljem: Prevotella copri,
Faecalibacterium prausnitzii, Rothia mucilaginosa te rodovi Bifidobacterium i Mitsuokella.
Mikrobiota djece urbanih podrucja pokazala je manju zastupljenost bakterijskih rodova
Bacteroides, Alistipes i Bilophila (Gacesa i sur., 2022). Prelaskom na krutu hranu organizmu
¢e biti potrebni brojni novi enzimi koji kataliziraju reakcije metabolizma sloZenih nutrijenata i
ksenobiotika te sintezu vitamina. Mnoge od tih enzima omogucéit ¢e upravo ekspresija
postojeceg mikrobioma (Barko i sur., 2018). Uvodenjem krute hrane sastav mikrobiote sve vise
pocinje nalikovati onom u odraslih osoba te zastupljeno$¢u dominiraju bakterijska koljena

Firmicutes i Bacteroidota (Bezirtzoglou, 1997).

Zrela mikrobiota uspostavlja se izmedu prve i tre¢e godine zivota te ostaje relativno stabilna
(Schloss i Handelsman, 2004) kroz niz godina. Kompleksnost GI mikrobiote (broj zastupljenih
taksonomskih razina i funkcionalnih gena) na razini odraslog organizma obi¢no se doseze u
doba preadolescencije (7-12 godina starosti). Zastupljenost bakterijskog roda Bacteroides tada
je manja, a roda Bifidobacterium veca nego u odraslih (Hollister i sur., 2015). U daljnjem

razvoju 1 narednim fazama Zivota prisutne su velike interpersonalne varijacije u sastavu i



funkciji mikrobiote ovisno o geografskom podrucju 1 kulturi, te prehrani, zdravstvenom stanju,
uporabi lijekova 1 izloZenosti stresu (Yatsunenko i sur., 2012). Takoder, poznat je 1 vazan
utjecaj genetike na strukturu i raznolikost GI mikrobiote pojedinca (The Human Microbiome
Project Consortium, 2012).

Mikrobiotu odraslih osoba odlikuje veca raznolikost i dugoroc¢na stabilnost sastava i strukture
(Lozupone i sur., 2012). U odraslih ljudi je 60 - 70% mikrobiote stabilno uz odredene varijacije
stabilnosti sastava medu razli¢itim bakterijskim koljenima (Faith i sur., 2012). Upravo
otpornost ka promjenama tijekom patoloskih i neuobic¢ajenih metabolic¢kih stanja organizma

mikrobiotu ¢ini metom za prevenciju, dijagnosticiranje i lijeCenje bolesti (Barko i sur., 2018).

Tijekom trudnoce se u Zena sastav GI mikrobiote znatno mijenja. Prvo tromjesecje obiljezava
veca relativna zastupljenost Proteobacteria i Actinobacteria, manja zastupljenost Firmicutes i
Bacteroidota te manja ukupna raznolikost mikrobiote. Uzroci takvih promjena uglavnom su
nejasni, ali smatra se da su one vrlo vazne u odrzavanju imunosnog statusa i hormonalnih

promjena (Koren i sur., 2012; Wu i Wu, 2012).

U starijoj dobi mikrobiota postaje manje raznolika i stabilna (Odamaki i sur., 2016), Sto se
povezuje sa slabljenjem fizioloskih i imunosnih funkcija organizma domaéina (Claesson i sur.,
2012) te s povecanom smrtnos¢u (Ticinesi i sur., 2017). Zabiljezen je pad zastupljenosti
bakterijskih rodova Bifidobacterium, Bacteroides te Clostridium (Van Tongeren i sur., 2005).
Nasuprot tome, veca se zastupljenost odredenih bakterijskih rodova poput Akkermansia i

Bifidobacterium povezuje s dugovje¢noséu (Biagi i sur., 2016).

The Dutch Microbiome Project (DMP) — istrazivanje mikrobnog sastava, funkcije, antibiotske
rezistencije te virulentnih faktora GI mikrobioma, ukljucilo je kohortu ispitanika sastavljenu
od preko 8000 stanovnika Nizozemske europskog porijekla, koji pripadaju u vise od 2000
obitelji. Ukljucene su sve tri generacije te oba spola. Karakterizacija individualnih mikrobiota
povezana je s pojedinacnim fenotipovima. Zaklju€eno je da mikrobiotu primarno odreduju
vanjski ¢imbenici te mikrobiota ukucana (suzivot). Tek 6,6 % bakterijskih taksonomskih
skupina je nasljedivo (primjerice vrste Akkermansia muciniphila, Bifidobacterium longum i
porodica Bacteroidaceae). U najmanje nasljedive bakterijske rodove ubrajamo Ruminococcus,
Streptococcus i Veillonella. Mikrobiote pripadnika istih ku¢anstava medusobno su imale vrlo
sli¢an bakterijski sastav, neovisno o krvnoj povezanosti. Ovu tvrdnju podupire i ¢injenica da

se sastav mikrobiote blizanaca, koja je inace vrlo sli¢na, poCeo mijenjati tek kada su prestali



zivjeti zajedno. Takoder, mikrobiota ljudi i njihovih kuénih ljubimaca dijeli brojne zajednicke

karakteristike (Gacesa i sur., 2022).

Prehrana znacajno utjeCe na sastav GI mikrobiote, primarno unos prehrambenih vlakana.
Mikrobiotu pojedinaca ¢ija prehrana sadrzava dovoljno prehrambenih vlakana odlikuje veca
zastupljenost bakterija koje metaboliziraju takve supstrate Sto utjeCe na proizvodnju
blagotvorne SCFA. Opcenito, raznovrsna prehrana uglavnom je povezana s vecom
raznoliko$¢u mikrobiote (Cresci i Bawden, 2015). Sastav mikrobiote podloZan je i utjecaju
prehrambenih aditiva te kontaminanata koje nalazimo u hrani poput teskih metala, pesticida,

organskih zagadivaca, antibiotika te mikotoksina (Candela i sur., 2012).

Unos antibiotika dovodi do promjena u sastavu GI mikrobiote. Mikrobiota tada ima novu,
dugoro¢nu 1 stabilnu kompoziciju koju uglavnom karakteriziraju manja raznolikost i
koncentracija mikroorganizama (Barko i sur., 2018). Jos neki od nezeljenih posljedica uporabe
antibiotika su i gubitak bakterijskih liganada koje domacinov GI sustav prepoznaje, gubitak
specifi¢nih bakterijskih signalnih molekula te promjene u koncentraciji produkata bakterijskog
metabolizma kao §to su SCFA (Topping i Clifton, 2001). Osim antibiotika, i drugi lijekovi
mogu znacajno narusiti raznolikost GI mikrobiote ¢ime dovode do poveéanja zastupljenosti

potencijalnih patogena. Tu se posebno isti¢u inhibitori protonskih pumpi (Imhann i sur., 2016).
2.1.3. Dominantne bakterije humane gastrointestinalne mikrobiote

Duz 1 Sirom GI sustava, zajednice mikroorganizama koje koloniziraju razli¢ite slojeve
sluznice se razlikuju obzirom na uvjete koji vladaju u mikrookolini. lleum i debelo crijevo
imunoloski su znatno viSe aktivni te posjeduju vecu raznolikost mikroorganizama nego pocetni
dio tankog crijeva (Sommer i Backhed, 2015). Zrela i stabilna mikrobiota uglavnom je
sastavljena od anaerobnih bakterija s viSe od 50 zastupljenih koljena 1 1000 bakterijskih vrsta
(Schloss 1 Handelsman, 2004). GI mikrobiotu svake osobe ¢ini nekoliko stotina razlicitih
bakterijskinh vrsta (Leviatan i sur., 2022). Unato¢ takvoj raznolikosti, veéina pripada
bakterijskim koljenima Bacteroidota i Firmicutes, koja ¢ine vise od 90 % bakterija GI
mikrobiote. Subdominantna koljena uklju¢uju Proteobacteria, Actinobacteria i
Verrucomicrobia (Qin i sur., 2010). Gacesa i suradnici (2022) predstavljaju prosjecne relativne
zastupljenosti dominantnih  bakterijskin  koljena DMP kohorte (slika 1). Human
Gastrointestinal Bacteria Culture Collection (HBC) sadrzi cjelovite genome 273 vrste (od ¢ega
ih je 105 novootkriveno te prisutno u veéini od ukupno 13 490 uzoraka) iz 31 bakterijske

porodice detektirane u izolatima bakterijskih kultura fekalnih uzoraka humane GI mikrobiote,



sastavljene metagenomskim sekvenciranjem 16S rRNA gena metodom amplikon
sekvenciranja. Identificirana su koljena: Actinobacteria, Bacteroidota, Firmicutes i
Proteobacteria. Sirok je raspon vrsta prisutan u svim koljenima. Najveéa filogenetska
raznolikost uocena je unutar koljena Firmicutes (razredi Clostridia, Erysipelotrichia i
Negativicutes), dok je najvise dominantnih vrsta unutar koljena Bacteroidota (Forster i sur.,
2019). DMP-om je identificirano 9 klju¢nih bakterijskih vrsta visoke prevalencije (> 95 %)
koje visoko koreliraju s uzorcima iz ostatka Europe, ali i svijeta: Subdoligranulum sp., Alistipes
onderdonkii, A. putredinis, A. shahii, Bacteroides uniformis, B. vulgatus, Eubacterium rectale,
Faecalibacterium prausnitzii i Oscillibacter sp. Medu nekim od nabrojanih rodova i vrsta
uocena je znacajna koegzistencija, npr. izmedu glavnog proizvodaca butirata, F. prausnitzii,
Cija je relativna zastupljenost smanjena u mnogih oboljelih od kroni¢nih bolesti, te vrsta rodova
Bacteroidota i Bifidobacterium. Unato¢ niskoj prevalenciji (< 10 %), smatra se da klju¢nim
vrstama mikrobiote pripadaju i Ruminococcus gnavus te brojne patogene vrste roda
Clostridium (Gacesa i sur., 2022). Posljednjih je godina sve viSe novo identificiranih vrsta
bakterija koje ¢ine humanu GI mikrobiotu. Istrazivanje kojim je analizirano gotovo 12000
uzoraka na podru¢ju Sjeverne Amerike i Europe predstavlja gotovo 2000 do sada
nekultiviranin ~ vrsta.  Bakterijske  porodice  Coriobacteriaceae, = Rumicoccaceae,
Peptostreptococcaceae te rodovi Collinsella, Clostridium i Prevotella istaknuti su kao

najzastupljeniji novootkriveni rodovi (Almeida i sur., 2019).

3,2%_23%

8,9 %

= Bacteroidota = Firmicutes = Proteobacteria = Actinobacteria = Verrucomicrobia

Slika 1. Prosje¢ne relativne zastupljenosti bakterijskih koljena prisutnih u> 0,1 % DMP

kohorte (prema Gacesa i sur., 2022)
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2.1.4. Povezanost sastava mikrobiote sa zdravstvenim statusom domacina

Bez obzira na taksonomsku jedinstvenost mikrobiote te njenu heterogenost medu
zdravim pojedincima, funkcijske karakteristike bivaju relativno konstantnima u populacijama
zdravih odraslih ljudi, a metaboli¢ki putevi ostaju stabilni (The Human Microbiome Project
Consortium, 2012). Promjene u sastavu mikrobiote ponekad su prisutne i puno prije razvoja
bolesti, a prisustvo odredenih molekularnih biomarkera omogucéava procjenu postojeceg rizika
te ranu prevenciju bolesti (Durack i Lynch, 2018). lako ne postoji jedinstvena definicija zdrave
GI mikrobiote, vazno je da ista ima visoki stupanj raznolikosti poZeljnih mikroorganizama,
stabilnosti, otpornosti na promjene povezane sa stresom (antibiotici, infekcije, imunosupresija)
te redundancije metabolickih puteva (Bickhed i sur., 2012). Kod odredenih GI i sistemskih
zdravstvenih stanja, bolesti poput upalne bolesti crijeva, astme, pretilosti, metaboli¢kog
sindroma, kardiovaskularnih i jetrenih bolesti, nekih tumora, imunoloski posredovanih te
neuroloskih stanja, uocen je promijenjen sastav GI mikrobiote. Takvu pojavu neravnotezZe
sastava GI mikrobiote nazivamo disbiozom i najeS¢e je okarakterizirana smanjenom
mikrobnom raznolikosti, upalnim promjenama na razini crijeva, ali i cijelog organizma te
promijenjenim metabolickim odnosom mikrobiote 1 domacina. Ovisno o uzroku i trajanju,
disbioza moze biti privremena ili trajna. [ako nije sasvim jasno sudjeluje 1i mikrobiota direktno,
sve viSe istrazivanja upucuje na vaznu ulogu sloZenih interakcija metabolizma te imunosnih
sustava mikrobiote 1 domacina u patogenezi (Sidhu i van der Poorten, 2017). ObiljeZja disbioze
variraju ovisno o samom domacinu, patoloSkom stanju, smanjenju relativne zastupljenosti
obligatnih anaerobnih bakterija te povecanju relativne zastupljenosti fakultativno anaerobnih
kao S§to su patogene bakterije E. coli, Salmonella, Proteus, Klebsiella, Shigella (Walker i
Lawley, 2013). S druge strane, disbioza ne znaci uvijek kolonizaciju patogenima. Odsustvo

pojedinih komenzalnih mikroorganizama moze takoder biti vrlo Stetno (Barko i sur., 2018).

Upalna bolest crijeva (engl. inflammatory bowel disease, IBD) naziv je za razli¢ita stanja u
koja ubajamo i Chronovu bolest (engl. Chron's disease, CD) te ulcerozni kolitis (engl.
ulcerative colitis, UC). Ova stanja okarakterizirana su smanjenom raznoliko$¢u mikrobiote s
varijacijama u zastupljenosti pojedinih bakterijskih rodova i vrsta (Mar i sur., 2016; Gevers i
sur.,, 2014). Uocena je povecana zastupljenost bakterijske porodice Enterobacteriaceae
(Gevers i sur., 2014) te smanjena zastupljenost simbiontske bakterije Faecalibacterium
prausnitzii (Sokol i sur., 2008). U supernatantu kulture F. prausnitzii identificirana je
bioaktivna anti-upalna molekula (Quévrain i sur., 2016). U fecesu pacijenata s UC detektirani

su mikrobni produkti za koje je dokazano da poti¢u upalu. Kod pacijenata najteze klinicke
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slike, utvrdene su povecéane zastupljenosti Bacteroides i Candida (Mar i sur., 2016). Dokazana

je zastitna uloga bakterijskog roda Lactobacillus u oboljelih od UC (Lamas i sur., 2016).

Pretilost, jedan od glavnih problema humane medicine danas, te dijabetes melitus tip 2 (T2DM)
kao 1 metabolicki sindrom pokazuju jaku etioloSku povezanost s odredenim oblicima GI
dishioze (Yong, 2017). Ovisnost sastava Gl mikrobiote i indeksa tjelesne mase takoder je
dokazana (Aguirre i sur., 2014). Lipopolisaharid (LPS) koji se nalazi u stani¢noj stijenki Gram-
negativnih bakterija pozitivno korelira s ve¢im unosom energije te je u povisenoj koncentraciji
zastupljen u pacijenata oboljelih od T2DM. Prehrana s visokim udjelom masti uzrokuje
smanjenje relativne zastupljenosti roda Bifidobacteria, poveéanje crijevne propusnosti te
povisene koncentracije LPS u krvnoj plazmi. Probioticka suplementacija koja sadrzi
Bifidobacteria probiotike smanjuje razinu LPS, poboljsava toleranciju glukoze te smiruje
upalne procese. Takoder, u pretilih je osoba disbioza opisana kao povecan omjer Firmicutes
naspram Bacteroidota relativnih zastupljenosti, predlazuéi isti kao potencijalni biomarker u
dijagnostici (Magne i sur., 2020). S druge strane, u pretilih je ljudi utvrdena manja relativna
zastupljenost  mucin-degradiraju¢e  bakterije =~ Akkermansia  muciniphila  (koljeno
Verrucomicrobia), povezane sa stabilizacijom funkcije crijevne barijere, sekrecijom
antibakterijskih peptida i kontrolom upale (Dao i sur., 2016; Everard i sur., 2013). Omjer
zastupljenosti Firmicutes naspram Bacteroidota nerijetko ovisi i o analitickim metodama
(nac¢in pohrane uzoraka, metoda izolacije DNA, izbor pocetnica za umnaZanje specifi¢nih
sekvenci, metoda sekvenciranja, bioinformati¢ka analiza — odabir taksonomske baze podataka
ili algoritama u odredivanju taksonomije) koriStenim pri odredivanju sastava mikrobiote pa je
upitna robusnost potencijalnog biomarkera GI disbioze povezane s pretiloS¢u. Takoder,
razli¢iti omjeri zastupljenosti dvaju bakterijskih koljena mogu biti posljedica razlicitih nacina

zivota i prehrane pojedinaca (Magne i sur., 2020).

Mikrobiota ima vaznu ulogu u komunikaciji i signaliziranju izmedu gastrointestinalnog sustava
1 ziv€anog sustava (Fung i sur., 2017). Odredeni se poremecaji u ponasanju povezuju sa stanjem
disbioze. U djece s dijagnosticiranim poremecajima autisticnog spektra (ASD) dokazana je
smanjena raznolikost sastava mikrobiote (Finegold i sur., 2010), no veca zastupljenost rodova
Collinsella, Corynebacterium, Lactobacillus te fungalnog patobionta roda Candida (Strati i
sur., 2017).

DMP donosi popis bakterijskih rodova ¢ija je povecana zastupljenost uocena u vecine bolesti:

Anaerotruncus, Ruminococcus, Bacteroides, Holdemania, Flavonifractor, Eggerthella te
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Clostridium vrste. Takoder, uo¢ena je manja zastupljenost sljede¢ih rodova: Faecalibacterium,
Bifidobacterium, Butyrivibrio, Subdoligranulum, Oxalobacter, Eubacterium i Roseburia
(Gacesa i sur., 2022).

2.1.5. Terapijski pristup gastrointestinalnoj mikrobioti

Terapije koje se provode radi postizanja eubioze GI mikrobiote uglavnom se odnose na
promjene u prehrani te suplementaciju prebioticima i probioticima te uporabu antibiotika, a u
literaturi sve popularnijom postaje i fekalna transplantacija mikrobiote.

Prebiotici u prehrani definirani su kao mikroorganizmima selektivno fermentirane tvari iz
hrane koje uzrokuju specifi¢ne promjene u sastavu i/ili aktivnosti GI mikrobiote te na taj nacin
pridonose zdravlju organizma domacina (Gibson i sur., 2011). Glavim prebioticima smatramo
polisaharide biljnog porijekla, a kao produkt mikrobnog metabolizma nastaju SCFA. Time je
ujedno potaknuto i razmnozavanje pozeljne mikrobiote (Barko 1 sur., 2018). Nekoliko studija
biljezi modulaciju sastava crijevne mikrobiote nakon tretmana inulinom ili sli¢nim fruktanima.
Znacajno se povecala prevalencija Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium adolescentis
te B. bifidum (Ramirez-Farias i sur., 2009).

Probiotici su od strane Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) definirani kao pripravci zivih
organizama (bakterija ili kvasaca) koji, iako ne koloniziraju GI sustav trajno, u domacina
uzrokuju niz povoljnih u€inaka ukoliko su prisutni u dovoljnim koncentracijama. Oni smanjuju
intestinalnu propusnost, pojacavaju sekreciju mucina, defenzina i imunoglobulina A (IgA),
proizvode SCFA, snizavaju intestinalni pH te pojaavaju i usmjeravaju imunosni odgovor
domacina. Lactobacillus i Bifidobacterium najcesce su koriSteni probioticki organizmi. Slijede
ih Bacillus, Streptococcus te kvasac Saccharomyces boulardii (Barko i sur., 2018).
Mnogobrojna istrazivanja usmjerena su na zdravstvene ucinke liofiliziranih mjeSovitih
probiotickih kultura budu¢i da pojedine analize transkriptoma u ljudi dokazuju da svaka vrsta
potice ekspresiju razli¢itih gena u metaboliCkim mrezama uklju¢enim u glavne bazalne puteve
mukoze tankog crijeva, nalik onima induciranim bioaktivnim molekulama i lijekovima (van
Baarlen i sur., 2011).

Za razliku od probiotika, ¢ija je primjena indicirana smanjenom zastupljenoS$¢u poZeljnih
bakterijskih vrsta, povecana zastupljenost patogenih bakterija zahtijeva antimikrobnu terapiju
tj. uporabu antibiotika. Dugoro¢na primjena antimikrobnih lijekova kao terapije kroni¢nih

oboljenja nije pozeljna te predstavlja moguénost razvoja antimikrobne rezistencije. Ipak,
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smatra se pozeljnom u pocetnoj fazi lijeCenja buduci da ¢e usporiti razmnozavanje patogena i
ometati njihov zivotni ciklus te na taj naCin pripremiti GI mikrobiotu za suplementaciju

probioticima ili fekalnu mikrobnu transplantaciju (Durack i Lynch, 2018).

Fekalna mikrobna transplantacija (engl. fecal microbiome transplantation, FMT)
podrazumijeva vise mogucih puteva prijenosa mikrobiote zdravog donora u intestinalni sustav
pacijenta primatelja. Jo§ uvijek je nejasno proizlaze li pozitivni ucinci primjene FMT iz
prijenosa isklju¢ivo odrzivih komenzalnih mikroorganizama ili do njih dolazi uz dodatak
virusa, proteina, zu¢nih kiselina, vitamina, SCFA 1 mnostva drugih tvari; takoder postoji
moguénost da su ti uéinci rezultat sinergije svega navedenog (Barko i sur., 2018). Dugoro¢ni
ucinci FMT nisu poznati te je moguc¢ razvoj kroni¢nih bolesti povezanih s promjenama sastava
mikrobiote ili prijenosom nepoznatih patogena iz donorskog uzorka (Choi i Cho, 2016). FMT
zahtijeva selekciju zdravih donora testiranjem uzoraka krvi i fecesa na patogene, pripremu
njihovih fekalnih uzoraka i odabir metoda transplantacije te se i dalje ne preporucuje osim u
slu¢aju Clostridium-povezanih dijareja i drugih kroni¢nih enteropatija otpornih na standardne
terapije (Barko i sur., 2018).

2.2. ANALIZA GASTROINTESTINALNE MIKROBIOTE

Zbog pretpostavke povezanosti sa zdravljem ljudi, osamdesetih godina proslog stoljeca
pocinje istrazivanje sastava GI mikrobiote. Tadasnje metode ovisile su o uzgojenim mikrobnim
kulturama. Devedesetih se godina pocinju primjenjivati o kulturi neovisne molekularne tehnike
koje sve viSe otkrivaju karakteristike mikrobiote, no iziskuju dugotrajan rad. Pocetkom 21.
stolje¢a ovo istrazivacko polje postaje mnogo naprednije buduéi da je to vrijeme razvoja
metoda sekvenciranja sljedece (druge) generacije (engl. next-generation sequencing, NGS) i
bioinformatike. IstraZivanja postaju opseznija, ekonomski dostupnija te zahtijevaju manje
vremena (Mardis, 2008). Odredivanje sastava mikrobiote ograniceno je ¢injenicom da jo$
uvijek nisu identificirane sve postojece vrste mikroorganizama. Velik je broj vrsta koje je vrlo
tesko ili nemoguce kultivirati. Do danas je velik trud ulozen u metagenomsko sekvenciranje,
sklapanje novih genoma mikroorganizama i uspostavljanje na¢ina klasifikacije tih genoma u
svrhu otkrivanja vjerodostojnih referentnih setova humanog mikrobioma. Dva su glavna na¢ina
istrazivanja mikrobioma: putem marker gena (npr. 16S rRNA geni) te putem poravnanja
sekvenci dobivenih whole genome shotgun sekvenciranjem s referentnima (Leviatan i sur.,

2022). Obzirom da brojne mikrobne vrste jo§ uvijek nisu uspjeSno uzgojene, upravo je
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sekvenciranje 16S rRNA gena (amplikon sekvenciranje) omogucilo znacajan napredak

mikrobiomike (Barko i sur., 2018).
2.2.1. Uzorkovanje i pohrana

Za potrebe istrazivanja humane mikrobiote, uzorkovanje moze biti provedeno na
razli¢itim dijelovima tijela (npr. koza, usna i nosna Supljina, urogenitalni te GI sustav). lako
studije ukazuju na razlicitost sastava GI mikrobiote, odnosno razlicitu zastupljenost odredenih
mikrobnih populacija u fekalnom i uzorku dobivenom biopsijom sluznice crijeva, postoje
studije koje ukazuju na jaku povezanost izmedu tih uzoraka kada je rije¢ o odredenim
bakterijskim rodovima (npr. Bifidobacterium). Prouc¢avanje GI mikrobiote sisavaca i dalje se
vr$i uzorkovanjem fecesa (Green i sur., 2006; Ouwehand i sur., 2004; Zoetendal 1 sur., 2002),
koji se jednostavno prikuplja te sadrzi dovoljno biomase i dobro korelira sa sastavom

mikrobiote u crijevima (Weinroth i sur., 2022).

Pravilno rukovanje uzorcima od velike je vaznosti kada je rijeC o istrazivanjima temeljenim na
sekvenciranju nukleinskih kiselina te u obzir valja uzeti moguénost kontaminacije te uvjete
transporta i skladistenja (Bharti i Grimm, 2021). Dokazan je znaCajan utjecaj vremena
proteklog od uzorkovanja do smrzavanja u laboratoriju na analizu sastava mikrobiote
sekvenciranjem 16S rRNA gena. Uzorke je potrebno odmah smrznuti na temperaturu od
najvise — 20 °C radi oCuvanja sastava mikrobiote tijekom transporta, $to u praksi ¢esto nije
moguce (Carruthers 1 sur., 2019). Obzirom na 16S rRNA profile, dokazano je da temperatura
kratkotrajnog skladiStenja (14 dana) nema znaCajan utjecaj na strukturu 1 raznolikost
mikrobiote (Tap i sur., 2019). Takoder, brzo zamrzavanje uzoraka na — 80 °C u laboratoriju,
koje se ujedno smatra i najboljom praksom, pridonosi o€uvanju mikrobne raznolikosti za
razliku od skladistenja uzoraka na + 4 °C. Danas su na trzi$tu brojni prezervirajuci puferi koji
predstavljaju alternativu kada hladni transportni lanac ili optimalno skladiStenje nisu dostupni
(Choo i sur., 2015). Kako bi se sprijecila degradacija DNA, uzorke je zabranjeno odmrznuti pa

ponovo zamrzavati.

2.2.2. 1zolacija genetskog materijala

U svrhu dobivanja genomske DNA koja je potrebna za umnazanje 16S rRNA gena,
stanice moraju biti lizirane jednom ili kombinacijom vise metoda (mehanicke, fizikalne,
kemijske 1/ili enzimske), nakon ¢ega DNA mora biti ukoncentrirana. Liziranje mora biti

podeSeno vrsti uzoraka, odnosno tipovima stanica u istrazivanju (Weinroth 1 sur., 2022).
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Takoder, treba imati na umu da su neke stanice otpornije na proces liziranja od drugih,
primjerice Gram-pozitivne bakterije i bakterijske endospore. Kod takvih se stanica mehani¢ko
razbijanje kuglicama pokazalo vrlo u¢inkovitim (Walker i sur., 2015; Guo i Zhang, 2013;
Henderson i sur., 2013; Maukonen i sur., 2012; Salonen i sur., 2010). 1z oslobodenog stani¢nog
sadrzaja potrebno je prikladnom metodom izolirati DNA molekule odgovarajuce koncentracije
1 kvalitete kako u sljede¢em koraku, umnazanju lanCanom reakcijom polimeraze (engl.
polymerase chain reaction, PCR), nebi doslo do umnazanja lose kvalitete. Komercijalni kitovi
za ekstrakciju stanicne DNA obuhvacaju nekoliko tehnika te tako maksimiziraju efikasnost
postupka, a posebno su prilagodeni vrsti uzorka, odnosno ciljanoj skupini organizama. Jedan
od njih je QIAamp PowerFecal Pro Kit specificno namijenjen izolaciji DNA iz fekalnih

uzoraka (Weinroth i sur., 2022).
2.2.3. Priprema DNA knjiznice i sekvenciranje

Dovoljna koli¢ina DNA zadovoljavajuce kvalitete i izmjerene koncentracije potrebna
je za umnazanje svakog ciljnog gena PCR-om kako bi se pripremila DNA knjiznica za
sekvenciranje. 16S rRNA geni najmanje su varijabilni unutar bakterijskog genoma te kodiraju
za RNA molekulu koja gradi 30S podjedinicu prokariotskog ribosoma (bakterijski ribosomi
sastavljeni su od velike, 50S, i male, 30S podjedinice), sveprisutni su u bakterija i arheja te
omogucavaju filogenetsko odredivanje i razlikovanje vrsta obzirom na svoju strukturu i
aktivnost (Duchéne i sur., 2016). 16S rRNA gen dug je oko 1550 baznih parova (bp) te sadrzi
8 visoko konzerviranih (sacuvanih) i 9 hipervarijabilnih regija (V1-V9) (Clarridge, 2004).
Upravo se hipervarijabilne regije koriste u taksonomskoj klasifikaciji na razini roda ili vrste u
raznolikim populacijama bakterija. Ovisno o tipu uzorka, vazno je odrediti koja (ili koje) ¢e se
od 9 hipervarijabilnih regija (veli¢ine oko 100 bp) umnaZati metodom PCR-a, specifi¢nim
pocetnicama koje se vezu na konzervirane regije, pri ¢emu je svaki nastali produkt izolirani
fragment DNA koji predstavlja odredenu varijabilnu regiju, odnosno srodnu bakterijsku
skupinu (Caporaso i sur., 2011). lzazov je definirati i identificirati jedinstvenu sekvencu —
hipervarijabilnu regiju koja se moze mijenjati i unutar krac¢eg vremenskog perioda ili unutar
iste stanice. Takva sekvenca moze biti, a ¢esto 1 jest identi¢na u bakterija dviju bliskih rodova

(Vetrovsky i Baldrian, 2013).

PCR-om dobivene amplikone potrebno je dokazati gel elektroforezom te ih sekvencirati.
Tehnika sekvenciranja omogucava brzo i efikasno razdvajanje DNA sekvenci koje se razlikuju

samo u jednom baznom paru. Single read-ovi nastaju sekvenciranjem fragmenata samo u
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jednom smjeru, s jednog kraja na drugi, dok paired-end read-ovi nastaju sekvenciranjem DNA
fragmenta u oba smjera ¢ime istovremeno nastaje dvostruko vise read-ova, no to omogucava
tonije poravnanje (engl. alignment) i detekciju strukturnih specificnosti genoma, poput
insercija i delecija, §to nije moguce sa single-read podacima, stoga je to naj¢es¢e koristena
metoda (Nakazato i sur., 2013). Napredak tehnologije sekvenciranja omogucio je sintezu read-
ova duljine do 300 bp (500 bp u sluc¢aju paired-end read-ova), §to omogucava sekvenciranje
susjednih hipervarijabilnih regija (Weinroth i sur., 2022). Short-read NGS platforme, poput
[llumina-e koja nudi vise podvrsti ovisno o namjeni (Illumina, 2017), prikladne su za analizu
mikrobioma (Caporaso i sur., 2011), budu¢i da su glavna podrucja primjene cjelovito
sekvenciranje malih genoma i ciljanih marker gena te 16S metagenomsko sekvenciranje, ali i
odredivanje profila ekspresije marker gena, analiza malih RNA molekula i interakcija DNA i
proteina. Vise od 90 % svjetskih podataka generiranih sekvenciranjem dobiveno je primjenom
Illumina-e i kemije sekvenciranja sintezom (engl. sequencing by synthesis, SBS) (lllumina,
2017).

Dobivene informacije omogucavaju odredivanje taksonomskog sastava i raznolikosti te
relativnih zastupljenosti unutar uzoraka putem usporedbe sekvenci hipervarijabilnih regija s
onima u javnim bazama podataka poznatih organizama kao sto su NCBI (National Center for
Biotechnology Information), RDP (Ribosomal Database Project) (Cole i sur., 2014), Silva
(Quast i sur., 2013), GreenGenes (DeSantis i sur., 2006) i druge.

Pogresno vezanje specifiénih pocetnica (engl. primers) na molekulu DNA prilikom PCR-a
moze biti jedan od razloga pogresne taksonomske analize mikrobiote, odnosno umnazanjem
nezeljenih fragmenata dolazi do smanjenja broja identificiranih mikroorganizama u uzorku
(Polz 1 Cavanaugh, 1998). Identifikacija mikroorganizma moze izostati i kada je broj
umnozenih sekvenci ispod granice detekcije (Mao i sur., 2012). S druge strane, u istrazivanjima
u kojima su koristeni identi¢ni setovi pocetnica nerijetko dolazi do kontradiktornih rezultata
(Zupancic i sur., 2012; Wu i sur., 2011; Turnbaugh i sur., 2009). Sve navedeno ukazuje da je

kod ovako kompleksnih analiza viS§e mogucih uzroka pogreske (Walters i sur., 2014).

Vazno je poznavati moguca ogranic¢enja sekvenciranja fragmenata 16S rRNA gena, a glavna
su: nemogucnost odredivanja metabolickog potencijala i aktivnosti, nedovoljna varijabilnost
sekvenci za razlikovanje vrsta ili sojeva, pristup ne razlikuje Zive od mrtvih stanica, tocnost
odredivanja relativne zastupljenosti ograni¢ena je ¢injenicom da razliite bakterije imaju

razliit broj kopija marker gena (Weinroth 1 sur., 2022). Takoder, za mjerenje ukupnog
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bakterijskog sadrzaja potrebno je dodatno primijeniti kvantitativne metode poput qPCR-a
(engl. quantitative PCR, kvantitativni PCR) (Ganda i sur., 2021; Gloor i sur., 2017). Nadalje,
prepreka razlikovanju vrsta moze biti i ¢injenica da se najcesce sekvencira samo jedna ili dvije
hipervarijabilne regije, a usporedba rezultata razlicitih istrazivanja otezana je ukoliko se koriste
razli¢ite regije marker gena (Thomas 1 sur., 2015). Osim toga, neki bakterijski rodovi (npr.
Streptococcus i Enterobacter) se za manje od 0,5 % razlikuju u svojim 16S rRNA sekvencama,
Sto ometa i identifikaciju patogena ili mikroorganizama rezistentnih na antibiotike (Rogall i
sur., 1990).

Sekvenciranje cijelog genoma metodom nasumicnog razbijanja na fragmente (engl.
shotgun sequencing) predstavlja razbijanje cjelokupnog ekstrahiranog mikrobioma u male
fragmente koji se sekvenciraju te usporeduju s referentnim genomima. Ono omogucéava
taksonomsku analizu, odredivanje broja, vrste ili varijabilnosti odredenog gena te identifikaciju
bakterijskih, ali 1 nebakterijskih mikroorganizama koji su iskljuceni u slucaju ciljanog 16S
rRNA sekvenciranja (Barko i sur., 2018). Ovo metagenomsko sekvenciranje osim
taksonomske klasifikacije omogucuje i uvid na razini sojeva te funkcionalnih parametara poput
metabolic¢kih puteva i drugih bioloskih procesa, faktora virulencije i antibiotske rezistencije
(Mohajeri i sur., 2018). Ipak, valja uzeti u obzir moguc¢nost da trenutne metode shotgun
sekvenciranja i1 pratece statisticke analize nisu dovoljno osjetljive da prepoznaju male, ali vazne
promjene koje su u genomu prisutne pod uvjetima provodenja istrazivanja ili u sluc¢aju bolesti
(disbioze). U buduénosti bi obrada fekalnog transkriptoma qPCR-om mogla omogucditi
prepoznavanje promjena u ekspresiji mikrobioma. Metagenomski pristup otkrivanju genoma
ogranicen je ¢injenicom da de novo sastavljeni genomi mogu biti nepotpuni, ¢ime je smanjena
rezolucija taksonomske klasifikacije i funkcijske analize (Lloyd-Price i sur., 2017). Dokazano
je da humana GI mikrobiota uglavnom sadrZi vise razlicitih sojeva iste bakterijske vrste (Li 1
sur., 2016) i upravo zato je potrebno unaprijediti preciznost i to¢nost metagenomskih analiza.
Dok prosje¢no sekvenciranje cijelog genoma ostvaruje pokrivenost 30 — 50 puta, ciljano
sekvenciranje marker gena pokriva Zeljenu regiju DNA 500 — 1000 puta ili vise (Illumina,
2017). Osim toga, horizontalni prijenos gena pokretnih genetickih elemenata unutar
bakterijskih zajednica moze ograniciti to¢nu i potpunu identifikaciju sastava mikrobiote na
razini vrste uslijed pogresnog sklapanja read-ova, izlaznih podataka sekvenciranja. Radi
postizanja bolje taksonomske pokrivenosti potrebno je koristiti baze podataka o pokretnim
genetickim elementima, insercijskim sekvencijama i plazmidima kao $to je ENA (European

Nucleotide Archive) (Silvester i sur., 2017).
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2.2.4. Mjerenje mikrobne raznolikosti

Mikrobna raznolikost nekog uzorka jest mjera za varijabilnost pripadnog mikrobioma,
uzimajuci u obzir brojnost te relativnu zastupljenost operativnih taksonomskih jedinica (engl.
Operational Taxonomic Units, OTU). OTU se koriste kao metoda analize na bazi 16S rDNA
sekvenciranih gena temeljeno na podudarnosti sekvenci. Takve se operativne taksonomske
jedinice statisticki klasteriraju ukoliko je sli¢nost sekvenci vrlo visoka, najces¢e >= 97 %.
Pojam obilja (sinonim za raznolikost) oznaava mjeru za ukupan broj jedinstvenih OTU
prisutnih u uzorku (Barko i sur., 2018). Relativna zastupljenost predstavlja omjer, odnosno
zastupljenost pojedine taksonomske kategorije mikroorganizama u odnosu na ostale prisutne.
Razlike u mikrobiomima promatraju se odredivanjem alfa i beta raznolikosti. Alfa raznolikost
kvantificira raznolikost klju¢nih bakterijskih vrsta unutar pojedinog uzorka (Kuczynski i sur.,
2011) te mozZe biti slicna medu uzorcima razli¢itog taksonomskog sastava (Weinroth 1 sur.,
2022). Alfa raznolikost izrazava se razli¢itim procjeniteljima raznolikosti vrsta kao $to je OTU
ili u novije vrijeme ASV. ASV (engl. amplicon sequence variant) predstavlja individualnu
sekvencu razli¢itu u barem jednom nukleotidu koja predstavlja taksonomsku identifikacijsku
jedinicu (Weinroth i sur., 2022). Beta raznolikost usporeduje raznolikost izmedu uzoraka, a
rezultat su matrice udaljenosti medu parovima uzoraka (Barwell i sur., 2015). Zbog toga beta
raznolikost moze varirati, a alfa ne (Weinroth i sur., 2022). Algoritmi za kvantifikaciju alfa i
beta raznolikosti integrirani su u bioinformaticke platforme (engl. pipeline) kao §to su QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso i sur., 2010), Mothur (Schloss i sur.,
2009) te VEGAN i phloseq (McMurdie i Holmes, 2013) paketi napisani u programskom jeziku
R (Galloway-Pefia i Hanson, 2020).

2.2.5. Bioinformaticka analiza

Bioinformaticka platforma jest skup razli¢itth programa 1 alata koji se koriste za
generiranje i interpretaciju rezultata dobivenih molekularnom analizom (Weinroth i sur.,
2022). U svrhu obrade sirovih podataka dobivenih sekvenciranjem 16S rDNA gena razvijeno
je nekoliko platformi, na primjer: QIIME 2 (Bolyen i sur., 2019), Mothur (Schlos i sur., 2009),
RDP (Cole i sur., 2014), Bioconductor i USEARCH. Takve platforme imaju ugradene
algoritme za provedbu kontrole kvalitete, klasteriranje podudarnih sekvenci, taksonomsku

klasifikaciju, izracun mjera raznolikosti te vizualizaciju rezultata (Marizzoni i sur., 2020).

Programski paket QIIME 2 najcesce je koristen software za analizu mikrobioma napisan u

programskom jeziku (Python) s opseznom korisnickom dokumentacijom. Obrada sirovih
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podataka zahtijeva visSe radnih koraka uz dodatne transformacije podataka jer izlazni format
jednog koraka Cesto ne odgovara ulaznom formatu sljedeCeg. Platforma zahtijeva sirove
podatke u FASTA ili FASTQ formatu. Sirovi podatci dobiveni sekvenciranjem genetskog
materijala razli¢itih uzoraka medusobno su pomijesani te ih treba razdvojiti — demultipleksirati.
To je moguce bududi da sve ocitane sekvence pojedinog uzorka imaju jedinstveni, zajednicki
barkod koji ¢e se prilikom razdvajanja ukloniti kako ne bi smetao u sljede¢im koracima analize.
Sljede¢i korak obrade sekvenci je ,trimanje* (engl. read trimming), odnosno uklanjanje
nebioloskih slijedova - pocetnica, konzerviranih regija te nukleotida lose kvalitete. Ukoliko je
provedeno pair-end sekvenciranje, metoda DADA2 omogucava uparivanje oCitanih sekvenci
s njihovim komplementima, a vrsi se 1 kontrola kvalitete, ispravak i/ili uklanjanje pogresaka u
sekvencama (engl. denoising) (Hall i Beiko, 2018), uklanjaju se njihove identi¢ne kopije te se
sekvence sa sli¢nosti >= 97 % klasteriraju zajedno. Konacni produkti su OTU tablica (engl.
operational taxonomic units) — tablica svojstava (engl. FeatureTable[Frequency]) i
reprezentativne sekvence (engl. FeatureData[Sequence]) namijenjene daljnjoj analizi:
taksonomskoj klasifikaciji, odredivanju mikrobne raznolikosti te statistickoj obradi. QIIME 2
u slucaju analize 16S rRNA gena kao referentne baze koristi Greengenes i Silva baze podataka
(Bolyen 1 sur., 2019). Vizualizacija taksonomske klasifikacije uzoraka omogucena je kroz
interaktivne grafove koji predocavaju podatke obzirom na zeljenu taksonomsku razinu ili
prevalenciju specifi¢ne taksonomske grupe. Distribucija evolucijski udaljenih vrsta u uzorcima
vidljiva je kroz prikaz filogeneticke raznolikosti, odnosno alfa 1 beta raznolikosti. Alfa
raznolikost mozZe se prikazati Faithovom filogeneti¢kom raznolikosti, Shannonovim indeksom,
evennes i observed OTUs/ASVs metrikom, a beta raznolikost prikazuje se Jaccard, Bray-Curtis
te UniFrac distancom koja moze biti tezinska (weighted) ili netezinska (unweighted). Za beta
raznolikost QIIME 2 pomoc¢u matrice udaljenosti generira PCoA (engl. Principal Coordinates
Analysis) - trodimenzionalnu vizualizaciju koja pruza informaciju o sli¢nosti uzoraka. Takoder,
rarefakcijskom se analizom odreduje je li istrazivani uzorak sekvenciran do zadovoljavajuce
dubine, odnosno jesu li u uzorku identificirane sve prisutne vrste (Hall i Beiko, 2018). Unutar
platforme postoji i mogucénost povijesnog prikaza (engl. provenance) svih koraka obrade
ulaznih 1 izlaznih datoteka, koriStenih naredbi, specificnih algoritama (racunalnih alata) te

utroSenog vremena po pojedinom koraku analize.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio diplomskog rada proveden je na Institutu za antropologiju u Zagrebu.
3.1. MATERIJALI
Pribor:

e Plasticne ¢ase s poklopcem za prikupljanje i skladiStenje uzoraka

e Vakuum vrecice za pohranu plasti¢nih ¢asa s uzorcima

e Metalne Spatule

e Automatske pipete

e Falcon kivete

e Staklene boce

e Erlenmeyerove tikvice

e Microseal 'A' filmovi (Bio-Rad, part # MSA-5001) - Labena, Hrvatska
e PCR ploce s 96 jazica (0.2 ml) (Bio-Rad, part # MSP-9601) - Inel, Hrvatska
e Magnetni stalak za kivete

e Posuda s ledom

e Epruvete za mikrocentrifugu

Uredaji:

e Zamrziva¢ — Thermofisher Scientific, zastupnik Asolutic, Hrvatska

e Digestor - Thermo Scientific, zastupnik Asolutic, Hrvatska

e Analiticka vaga — AXIS ALN, zastupnik Server-mark, Hrvatska

e Elektroforetski uredaj - Electrophoresis Power Supply 150/2000, Elchrom Scientific
e Qubit 3.0 Fluorometer - Thermofisher Scientific, zastupnik Asolutic, Hrvatska

e Vortex - Thermo Scientific, zastupnik Asolutic, Hrvatska

e Tresilica - Thermo Scientific, zastupnik Asolutic, Hrvatska

e Centrifuga - Thermo Scientific, zastupnik Asolutic, Hrvatska

e Thermal cycler - Thermo Scientific, zastupnik Asolutic, Hrvatska

e Transiluminator

e lllumina MiSeq System SY-410-1003 — Illumina, SAD, zastupnik Kemomed, Hrvatska
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Reagensi:

e Qubit dsDNA BR Assay Kit — Thermo Fisher Scientific

e Tris (10 mM, ph = 8.5) — Kefo, Hrvatska

e Amplikon PCR straznje (engl. reverse) pocetnice (1 uM) - lllumina, SAD, zastupnik
Kemomed, Hrvatska

e Amplikon PCR prednje (engl. forward) pocetnice (1 uM) - Illumina, SAD, zastupnik
Kemomed, Hrvatska

e 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, part # KK2601) — Roche,
Svicarska, zastupnik Kemomed, Hrvatska

e 1 kb DNA Ladder GeneRuler Thermo Scientific

e Agaroza — Sigma Aldrich, USA, zastupnik Kefo, Hrvatska

e TAE pufer - Illumina, SAD, zastupnik Kemomed, Hrvatska

e SYBR Safe DNA gel stain — Invitrogen, zastupnik Biosistemi, Hrvatska

e MiliQ voda (slijepa proba u PCR-u, priprema uzoraka za gel elektroforezu)

e Agencourt Ampure XP 60 ml kit (Beckman Coulter Genomics, part # A63881) -
Beckman Coulter, zastupnik Kemomed, Hrvatska

e Nextera XT Index 1 pocetnice (N7XX) iz Nextera XT Index kit-a - [llumina, SAD,
zastupnik Kemomed, Hrvatska

e Nextera XT Index 2 pocetnice (S5XX) iz Nextera XT Index kit-a - Illumina, SAD,
zastupnik Kemomed, Hrvatska

e Etanol (70 %, 80 %) - Kemika, Hrvatska

e Natrijev hidroksid - Kefo, Hrvatska

e HT1 hibridizacijski pufer - Illumina, SAD, zastupnik Kemomed, Hrvatska

e PhiX Control Kit v3 (FC-110-3001) - lllumina, SAD, zastupnik Kemomed, Hrvatska

e MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycle) - Illumina, SAD, zastupnik Kemomed, Hrvatska

Uredaj za automatiziranu izolaciju i pro¢i§¢avanje DNA:

e QlAamp® PowerFecal® Pro DNA Kit - QIAGEN, Nizozemska

Radunalni programi za analizu podataka:

e Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME 2)
e Microsoft Office 2010 - Microsoft, Sjedinjene Americke Drzave
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3.2. METODE
3.2.1. Prikupljanje i skladiStenje fekalnih uzoraka

Fekalne uzorke za analizu doniralo je 59 dobrovoljaca u dobi od 18 do 59 godina te su
ukljucena oba spola, 35 osoba zenskog te 24 osobe muskog spola. Uzorci su dogovorno
skupljeni u plasti¢ne ¢aSe s poklopcima koje su zatim pohranjene u vakuum plasti¢ne vreéice,
a potom u zamrziva¢ na — 20 °C, odmah nakon uzorkovanja. Prikupljeni fekalni uzroci su
odmah po dolasku na Institut skladisteni u zamrzivacu na — 80 °C te je na taj nacin sprijeceno
odumiranje (fakultativnih) anaeroba. Ukupno trajanje skladistenja iznosilo je mjesec dana,
ovisno 0 dinamici prikupljanja uzoraka. Laboratorijske povrSine i potrebno posude
dezinficirani su 70 % otopinom etanola prije pocetka rada u digestoru. Da bi se fekalni uzorci
mogli odvajati i vagati, vakuum vrecice za pohranu su na dan izolacije DNA premjestene u

digestor na sobnu temperaturu kako bi se uzorci odledili.
3.2.2. Izolacija DNA

Odvagnuto je 0,25 g (s dozvoljenim odstupanjima do 0,005 g) od svakog fekalnog
uzorka pomocdu analiticke vage. Izolacija DNA iz fekalnih uzoraka provedena je pomocu
QlAamp® PowerFecal® Pro DNA Kit-a te pripadnog protokola proizvodaca. Koncentracija
DNA mijerena je Qubit fluorimetrom kako bi se zatim dodavanjem vode izjednacila na 5 ng/pl
u svim uzorcima. KoriSteni su gotovi standardi iz Qubit kit-a koji predstavljaju raspon
vrijednosti koncentracija. Uzorci izjednaCenih koncentracija DNA zatim su stavljeni na vortex,

a potom centrifugu te su takvi bili spremni za daljnju obradu - pripremu DNA knjiznice.
3.2.3. Priprema DNA knjiznice i sekvenciranje 16S rRNA gena

Primjenjen je protokol proizvodaca Illumina MiSeq platforme (Illumina, 2023) koji
opisuje metode pripreme uzoraka za sekvenciranje varijabilnih V3 i V4 regija 16S rRNA gena.
PCR sustavom koji koristi pocetnice specifi¢ne za odabrane regije nastaju amplikoni dugi oko
460 bp. Provedena su dva PCR-a, amplikon i indeks. Prvim su umnoZene sekvence zajednicke
svim mikroorganizmima s ciljem da se iz ukupne izolirane genomske DNA fekalnih uzoraka
izostavi humana, odnosno svaka koja nije bakterijskog porijekla. Lokus specificne pocetnice s
ligiranim overhang adapterima, koji su kompatibilni s Illumina adapterima za sekvenciranje i

imaju sljedec¢i nukleotidni slijed (podcrtan je slijed nukleotida overhang adaptera):

16S amplikon PCR prednja pocetnica: 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
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16S amplikon PCR straznja pocetnica: 5!
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTACTAATCC.

Provedeno je 25 ciklusa umnaZanja, a u slijepu probu je umjesto DNA dodana voda. Uspje$nost
umnazanja i veli¢ina PCR produkata (oko 500 bp) potvrdene su vizualizacijom PCR produkata
u transiluminatoru nakon elektroforeze u horizontalnom agaroznom gelu (2 %) pripremljenom
od agara (1 g) , TAE pufera (50 pl) i SYBR Safe DNA gel boje (3 pul). U svaku jazicu gela
unesen je volumen od 5 pl (3 ul PCR produkta, 0,4 pl pufera te 1,6 pl vode). Standard je bio
Thermo Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Procis¢avanje DNA provedeno je na
magnetnim kuglicama Ampure XP prema protokolu, a na taj su nac¢in 16S V3 i V4 amplikoni
odvojeni od pocetnica i njihovih dimera. Tako procis¢eni produkti podvrgnuti su drugoj fazi
PCR-a, indeksiranju (barkodiranju) uz uporabu Nextera XT Index Kit-a prema Illumina TruSeq
DNA library protokolu. Tim se korakom na prethodno dobivene amplikone kroz 8 ciklusa
PCR-a ligiraju dvostruki multipleksiraju¢i indeksi (pocetnice) duljine 8 nukleotida i [llumina
adapteri za sekvenciranje. Zatim je ponovo provedeno procis¢avanje magnetnim kuglicama
prema protokolu i time je pripremljena DNA knjiznica zeljenih fragmenata bakterijskih

genoma.

Koraci koji su prethodili samom sekvenciranju Illumina MiSeq platformom ukljucuju
denaturaciju DNA knjiZnice natrijevim hidroksidom, razrjedenje hibridizacijskim puferom
(HT1), denaturaciju povisenom temperaturom te podeSavanje koncentracija (normalizaciju)
denaturirane DNA na kona¢nu vrijednost od 4 pM. Paired-end sekvenciranjem generirani su
visokokvalitetni, cjeloviti read-ovi V3 i V4 hipervarijabilnih regija dugi 2 x 300 bp. Prema
protokolu, koristen je preporuceni MiSeq v3 Reagent Kit (600 ciklusa) uz PhiX kontrolu.
MiSeq platforma generira output od oko 15 Gb te > 20 milijuna read-ova, odnosno > 100 000
read-ova po uzorku, $to je dovoljno za potpuno pokrivanje bakterijskog sastava fekalnih
uzoraka. Rezultat sekvenciranja je klasifikacija na nekoliko taksonomskih razina (carstvo,
koljeno, razred, red, porodica, rod i vrsta) prikazana kroz klaster grafikone (prikaz broja
sirovih, neporavnatih, dupliciranih klastera te onih nepovezanih s indexima), tablicu uzoraka
(obuhvaca rezultat sekvenciranja svakog pojedinog uzorka) i klaster pie chart (graficki prikaz
klasifikacije svakog pojedinog uzorka). Rezultat je konvertiran u FASTQ datoteke unutar same
MiSeq platforme.
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3.2.4. Bioinformaticka obrada podataka programskim paketom QIIME 2

Instalacija QIIME 2 programskog paketa ovisi o korisnickom operativhom sustavu. Sve

upute su dostupne na mreznoj stranici https://giime2.org/.

Prvi ulazni podatak su FASTQ datoteke koje sadrze sirove podatke, rezultate sekvenciranja
odabranih varijabilnih regija 16S rRNA gena GI mikrobioma. Jedna takva datoteka sadrzi
informaciju o slijedu nukleotida prednjeg (engl. forward) nacina ¢itanja sekvenci, a druga
datoteka informaciju o slijedu nukleotida straznjeg (engl. reverse) nacina Citanja. Ti se sljedovi
spajaju u jedinstvenu, cjelovitu sekvencu koja obuhvaéa sve sekvencirane fragmente 16S
rRNA gena svih uzoraka te se kao takva pohranjuje u jedan dokument sufiksa gza. Zatim se
odvajaju read-ovi pojedinih uzoraka, odnosno provedi se demultipleksiranje obzirom na
barkodove. Barkodovi su specifi¢ni sljedovi nukleotida prethodno ligirani na krajeve sekvenci
kako bismo u ovom trenutku analize prepoznali i razvrstali sve fragmente istog uzorka. U
daljnju obradu QIIME 2 alatima ulaze samo slijedovi kojima prvih 8 nukleotida u potpunosti
odgovara koriStenim barkodovima. Trimming read-ova osigurao je uklanjanje pocetnica i
drugih adaptera, konzerviranih regija i nukleotida lose kvalitete. Sljedec¢i provedeni korak je
kontrola kvalitete i denoising pomo¢u DADA 2 programa prilagodenog za ispravljanje greSaka
sekvenciranja Illumina platformom. Istovremeno je ucinjeno i uparivanje komplemenata
budu¢i da je koristeno paired-end sekvenciranje. Nakon toga, UCLUST algoritam sluzi
klasteriranju o€itanih slijedova svakog uzorka u operacijske taksonomske jedinice (OTU) na
razini vrste, Sto znaci najmanju pokrivenost od 97 % 1 najmanju identi¢nost od 97 %. Kona¢ni
izlazni podatci su tablice svojstava i sekvence koje je potrebno usporediti s onima u bazama
podataka, a kojima je taksonomska pripadnost ve¢ odredena. Uslijedila je taksonomska
klasifikacija, poravnanje sekvenci i odredivanje filogenije. Izracun filogenetskog drva sekvenci
nuzan je preduvjet analize metrike (alfa i beta) raznolikosti. QIIME 2 View-om moguce je
pristupanje i vizualizacija programski dobivenih rezultata pohranjenih unutar dokumenata sa

sufiksom ,,qzv* (engl. Qiime Zipped Visualization).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je prikazati alfa i beta raznolikosti te odrediti taksonomski sastav,
odnosno identificirati klju¢ne mikrobne vrste gastrointestinalne mikrobiote hrvatske populacije
primjenom odabranih molekularnih 1 bioinformatickih metoda analize sastava mjeSovite
bakterijske zajednice. Glavni uvjet bio je izolirati mikrobiom, sekvencirati ciljano umnozene
specificne fragmente odabranih mikrobnih biomarker gena te optimalnom bioinformatickom
analizom pomoc¢u QIIME 2 platforme obraditi i prikazati rezultate te ih objasniti kroz
povezanost s dosadasnjim istrazivanjima, generaliziranim fenotipom hrvatske populacije kao 1

s fenotipom ispitanika istrazivanja.

U ovom radu genomicki je analizirana i prikazana varijabilnost gastrointestinalne mikrobiote
pomocu mjera raznolikosti 1 taksonomskog sastava mjeSovitih bakterijskih populacija prisutnih
u uzorcima fecesa 59 donora dobi od 18 do 59 godina, od kojih su 35 (> 59 %) osobe Zenskog,
a 24 (<41 %) osobe muskog spola. Alfa raznolikost uzoraka analizirana je pomoc¢u observed
OTUs metrike prikazane u obliku okvirnih (engl. box and whisker) dijagrama na temelju spola,
dobi, nacina prehrane, zdravstvenog stanja, Covid-19 statusa i postoje¢ih alergija. Beta
raznolikost uzoraka analizirana je Principal Coordinate Analysis metodom, a medusobna
udaljenost uzoraka odredena je netezinskom i tezinskom UniFrac metrikom te prikazana
Emperor dijagramima. ldentificirani taksonomski sastav crijevne mikrobiote ispitanika
prikazan je relativnom zastupljenosti odabranih taksonomskih razina u obliku stupcastih
dijagrama 1 tablice relativnih zastupljenosti klju¢nih bakterijskih rodova. Klju¢ni rodovi su
promatrani kao potencijalni biomarkeri te kroz povezanost s razli¢itim ¢imbenicima poput

spola, dobi, nac¢ina prehrane, zdravstvenog stanja 1 drugih.

U svrhu prikazivanja rezultata bioinformaticke analize kao zadnjeg koraka, koriStene su

vizualizacije .qzv dokumenata u QIIME 2 View panelu.
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4.1. ALFA RAZNOLIKOST

Alfa raznolikost mjera je kojom kvantitativno promatramo raznolikost mikrobiote
unutar pojedinih uzoraka. Ona nam daje uvid u broj razli¢itih mikrobnih vrsta identificiranih
unutar jednog uzorka. Jedna od metoda odredivanja alfa raznolikosti je observed OTUs metrika
kojom saznajemo koliko je jedinstvenih operacijskih taksonomskih jedinica, odnosno
mikroorganizama identificirano unutar uzorka bez informacije o raspodjeli zastupljenosti ili

filogenetskoj udaljenosti istih.

Slika 2 prikazuje ovisnost alfa raznolikosti o spolu ispitanika. Vidljiva je veéa razina alfa
raznolikosti (engl. observed features) crijevne mikrobiote ispitanika zenskog spola, no ona nije
statisticki zna€ajna (p > 0,05). To se mozZe objasniti time Sto su uzorci ujedno i medusobno
heterogeniji obzirom na alfa raznolikost, odnosno imaju veci raspon vrijednosti, a to moze biti
i pod utjecajem broja analiziranih uzoraka, odnosno veli¢ine eksperimentalne skupine (35
zenskih te 24 muska ispitanika). Medijan vrijednosti identificiranih operacijskih taksonomskih
jedinica unutar uzoraka prikazan je vodoravnom linijom koja okvirni dijagram (engl. box and
whisher plot) dijeli na pola. Unutar regije interkvartila nalazi se 50 % uzoraka. Svi analizirani
uzorci se obzirom na broj identificiranih operacijskih taksonomskih jedinica nalaze unutar
intervala grani¢nih vrijednosti 66 i 288, §to ukazuje na veliku heterogenost uzoraka i znacajne
interpersonalne razlike ve¢ na razini alfa raznolikosti crijevne mikrobiote. Kruskal-Wallis
testom odredene su H vrijednost koja iznosi 1,2 te p vrijednost (engl. probability) jednaka 0,27
(p vrijednost vec¢a od 0,05 predstavlja statisti¢ki ne znacajnu razliku izmedu eksperimentalnih

skupina u odnosu na pocetnu hipotezu).

300

280~

260

240+

220+

200 -

1804

180 -

140 =

1204

OBSERVED FEATURES

100+

60

F (n=35)
M (n=24)

SPOL

Slika 2. Dijagram ovisnosti alfa raznolikosti (observed features) o spolu (p > 0,05)
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Na slici 3 vidimo prikaz alfa raznolikosti crijevne mikrobiote obzirom na 5 dobnih skupina (18
— 29, 30 - 39, 40 — 49, 50 — 59 godina), gdje je najveca razina alfa raznolikosti prisutna unutar
dobne skupine od 40 do 49 godina, $to potvrduje Cinjenicu da zrelu mikrobiotu odlikuje najveca
intrapersonalna raznolikost. Takoder, vidljivo je kako razina alfa raznolikosti raste s godinama
starosti ispitanika te se u konacnici smanjuje kako osoba stari, §to su potvrdila i dosadasnja
istrazivanja (Odamaki i sur., 2016). Rasap vrijednosti najmanji je unutar dobne skupine od 50
do 59 godina, a zatim unutar dobne skupine od 18 do 29 godina. To znaci da su interpersonalne
razlike u alfa raznolikosti najmanje u ispitanika pripadnika tih dobnih skupina. Najveci rasap
vrijednosti uo¢avamo unutar dobne skupine 40 — 49 godina. H vrijednost iznosi 2,93, a p
vrijednost 0,4, §to ponovno pokazuje da nije moguce potvrditi statisticki znacajnu razliku

ovisnosti alfa raznolikosti o dobnoj skupini ispitanika.
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Slika 3. Dijagram ovisnosti alfa raznolikosti (observed features) o dobnoj skupini (p > 0,05)
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Nasslici 4 prikazan je dijagram ovisnosti alfa raznolikosti o na¢inu prehrane (karnivor, omnivor,
prehrana prilagodena zdravstvenom stanju, vegan, vegetarijanac). Uo¢avamo da je najveci broj
(maksimalna vrijednost) operacijskih taksonomskih jedinica odreden za uzorak fecesa
ispitanika omnivora (svejed), Sto potvrduje Cinjenicu da raznolika prehrana pogoduje
raznolikosti sastava crijevne mikrobiote (Cresci i Bawden, 2015). Takoder, ta je prehrambena
skupina ujedno i najheterogenija obzirom na alfa raznolikost uzoraka, ali i najbrojnija.
Najmanju heterogenost alfa raznolikosti i najveée vrijednosti regije interkvartila uo¢avamo
unutar eksperimentalne skupine vegetarijanaca, $to dokazuje povoljan utjecaj unosa biljnih
namirnica na crijevnu mikrobiotu. H vrijednost iznosi 4,67, a p vrijednost 0,32, §to ne ukazuje
na statisticki znacajnu razliku ovisnosti alfa raznolikosti o na¢inu prehrane ispitanika. Obzirom
na p vrijednosti odredene izmedu pojedinih prehrambenih skupina, kao statisti¢ki znacajna
razlika obzirom na alfa raznolikost mogla bi se protumaciti jedino razlika izmedu ispitanika

vegana i vegetarijanaca (p = 0,0455) i to nakon zaokruzivanja 3. decimale.
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Slika 4. Dijagram ovisnosti alfa raznolikosti (observed features) o na¢inu prehrane (p > 0,05)
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Slika 5 prikazuje ovisnost alfa raznolikosti i zdravstvenog stanja, pri ¢emu su ispitanici svrstani
unutar jedne od 9 skupina (astma, bolesti jetre, celijakija, depresija, niSta od navedenog,
problemi sa spavanjem, sindrom iritabilnog crijeva, ulcerozni Kkolitis, hipertenzija). Najmanja
alfa raznolikost odredena je analizom uzorka fecesa ispitanika oboljelog od sindroma
iritabilnog crijeva, a najve¢a u uzorku zdravog ispitanika. Uo¢avamo da od navedenih
zdravstvenih stanja alfa raznolikost najviSe naruSavaju sindrom iritabilnog crijeva, zatim
depresija te celijakija. Sve navedeno potvrduje znanstvenu literaturu o povezanosti raznolikosti
crijevne mikrobiote i zdravstvenog stanja. Analizom uzorka fecesa ispitanika oboljelog od
ulceroznog kolitisa nije utvrdena narusena alfa raznolikost. H vrijednost iznosi 8,89, a p
vrijednost 0,35. Takvu p vrijednost tumacimo kao statisticki neznaCajnu razliku alfa
raznolikosti promatranih eksperimentalnih skupina ispitanika s razliitim dijagnozama,
odnosno zaklju¢ujemo da zdravstveno stanje nema znacajan utjecaj na razinu alfa raznolikosti
crijevne mikrobiote unutar promatrane skupine. Statisticki je najznacajnija razlika izmedu

zdravih ispitanika i onih oboljelih od sindroma iritabilnog crijeva (p = 0,0894) koja je statisticki
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Slika 5. Dijagram ovisnosti alfa raznolikosti (observed features) o zdravstvenom stanju (p > 0,05)
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Na dijagramu ovisnosti alfa raznolikosti 0 Covid-19 statusu (slika 6) uo¢avamo kako isti ne
utjeCe znacajno na promjene alfa raznolikosti crijevne mikrobiote. Najvece, ali 1 najmanje
razine alfa raznolikosti uo¢avamo upravo kod ispitanika koji su cijepljeni protiv virusa SARS-
CoV-2 te su preboljeli isti. Takoder, u tih je ispitanika vidljiv i najveci rasap vrijednosti
identificiranih operacijskih taksonomskih jedinica. H vrijednosti iznosi 1,35, dok je p
vrijednost jednaka 0,85, Sto potvrduje statisticki neznaCajnu razliku alfa raznolikosti

promatranih skupina ispitanika.
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Iz dijagrama ovisnosti alfa raznolikosti o razli¢itim alergijama (slika 7) mozemo potvrditi da
je preosjetljivost na odredene antigene iz hrane ili okoliSa povezana s manjom alfa raznolikosti
crijevne mikrobiote. Najvecéa razina alfa raznolikosti identificirana je u ispitanika koji nemaju
nikakve alergije. H vrijednost iznosi 12,54, dok je p vrijednost 0,48 te ju tumac¢imo kao

statistiCki neznacajnu razliku ovisnosti alfa raznolikosti o postoje¢im alergijama ispitanika.
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ALERGIJE

Slika 7. Dijagram ovisnosti alfa raznolikosti (observed features) o alergijama (p > 0,05)

Usporedbom p vrijednosti, ovisnost alfa raznolikosti o alergijama (p = 0,48) manje je znacajna
nego ovisnost alfa raznolikosti o spolu (p = 0,27), nacinu prehrane (p = 0,3), zdravstvenom
stanju (p = 0,35) i dobi (p = 0,4), no znacajnija nego ovisnost o Covid-19 statusu (p = 0,85).
Dakle, utjecaj na alfa raznolikost crijevne mikrobiote ispitanika raste promatrajuci sljedece
¢imbenike: Covid-19 status, alergije, dob, zdravstveno stanje, prehrana, spol. Svaki od
¢imbenika utjecaja ipak pokazuje statisticki neznacajnu razliku ovisnosti alfa raznolikosti

promatranih eksperimentalnih skupina.
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4.2. BETA RAZNOLIKOST

Beta raznolikost je mjera kojom usporedujemo interpersonalnu raznolikost sastava
crijevne mikrobiote. Medusobnu udaljenost, odnosno filogeneticku razliCitost sastava
mikrobiote ispitanika moguce je odrediti UniFrac metrikom. Netezinska (engl. unweighted)
UniFrac metrika je kvalitativna budu¢i da uzima u obzir samo prisutnost (brojnost) zajednickih
taksonomskih skupina medu uzorcima, dok je tezinska (engl. weighted) kvantitativna jer
promatra i sli¢nosti u relativnim zastupljenostima tih zajednickih skupina. UniFrac metrikom
odredene udaljenosti valja prikazati u PCoA (engl. Principal Coordinate Analysis)
trodimenzionalnom koordinatnom sustavu kako bismo jednostavno vizualizirali rezultate.
Tako svaka toCka predstavlja jedan analizirani uzorak crijevne mikrobiote, a veca udaljenost

tocki predstavlja vecu beta raznolikost para uzoraka, i obrnuto.

Slika 8 prikazuje trodimenzionalni PCoA Emperor plot beta raznolikosti crijevne mikrobiote
ispitanika dobiven netezinskom UniFrac metrikom. Vidljivo je da su uzorci razasuti po cijelom
koordinatnom sustavu, Sto potvrduje postojanje znacajnih interpersonalnih varijacija obzirom
na broj zajednickih taksonomskih skupina crijevne mikrobiote, odnosno visoku razinu
kvalitativne beta raznolikosti. Ukoliko u istom dijagramu promatramo ovisnost beta
raznolikosti o spolu, dobi, nadinu prehrane, zdravstvenom stanju, Covid-19 statusu ili
alergijama, manju udaljenost to¢aka, odnosno vecu sli¢nost uzoraka na razini kvalitativne beta
raznolikosti mozemo uo€iti jedino promatrajuci dobnu skupinu 50 — 59 godina (s iznimkom
jednog ispitanika) te skupinu ispitanika koji nisu cijepljeni niti su preboljeli zarazu virusom
SARS-CoV-2. Dakle, ispitanici pripadnici jedne od navedenih eksperimentalnih skupina
medusobno dijele znacajan broj istih taksonomskih skupina crijevne mikrobiote. Prisjetimo se
da smo promatraju¢i alfa raznolikosti najmanje rasape vrijednosti uocili upravo kod tih dviju

skupina.
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 Axis 346.473 %)

Slika 8. PCoA dijagram beta raznolikosti odreden netezinskom UniFrac metrikom

Axis 2 (7.150 %)

____Axis1(62.75 %)

Axis 3 (5.470 %)

Slika 9. PCoA dijagram beta raznolikosti odreden tezinskom UniFrac metrikom

Slika 9 prikazuje trodimenzionalni Emperor plot beta raznolikosti crijevne mikrobiote dobiven
tezinskom UniFrac metrikom. Ovdje kvalitativno, ali i kvantitativno promatramo varijacije
raznolikosti sastava crijevne mikrobiote kao 1 relativnih zastupljenosti zajednickih
taksonomskih skupina izmedu pojedinih uzoraka. Sada je vidljiva i visoka razina kvantitativne
beta raznolikosti medu uzorcima. Manju beta raznolikost crijevne mikrobiote uo¢avamo u
slucaju ispitanika dobne skupine 50 -59 godina te ispitanika koji nisu cijepljeni niti su preboljeli

zarazu virusom SARS-CoV-2. Dakle, osim $§to ispitanici navedenih skupina imaju sli¢ne
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vrijednosti alfa raznolikosti unutar skupina, one dijele znacajan broj istih taksonomskih

skupina te postoje sli¢nosti i u njihovim relativnim zastupljenostima.

Usporedimo li PCoA dijagrame na slikama 8 i 9, vidljivo je da su to¢ke koordinatnog sustava
manje udaljene ukoliko se promatra i kvantitativna beta raznolikost, odnosno moze se zakljuciti
da se odredeni mikroorganizam identificiran u vise uzoraka u njima pojavljuje s usporedivom

relativnom zastupljenoscu.
4.3. TAKSONOMSKI SASTAV

Obrada rezultata sekvenciranja QIIME 2 platformom takoder omogucava uvid u
taksonomski sastav crijevne mikrobiote uzoraka do odredene dubine, odnosno taksonomske
razine, ovisno o kvaliteti provedenog eksperimentalnog rada - od uzorkovanja do
sekvenciranja. Odredivanje taksonomskog sastava otkriva koliko je kompleksna i jedinstvena
te od kojih je specificnih mikroorganizama, i s kojim udjelom istih, sastavljena crijevna
mikrobiota svakog ispitanika. Taksonomski sastav crijevne mikrobiote na Zeljenoj
taksonomskoj razini u QIIME 2 View-u promatran je stupCastim dijagramima koji prikazuju

relativne zastupljenosti (engl. Relative Frequency) mikroorganizama u postotcima.

Najvisa moguca razina promatranja taksonomskog sastava crijevne mikrobiote u QIIME 2
View-u je razina domene. Genomicka analiza temeljena na 16S rRNA genima identificira
organizme koji pripadaju domenama Bacteria i Archaea. Domena Bacteria je unutar
analiziranih uzoraka prisutna od 99,586 % do 100 %. Dakle, relativna zastupljenost domene

Archaea u uzorcima iznosi od 0 % do 0,414 % te nije dalje promatrana.

Sljedeca, niza taksonomska razina analize crijevne mikrobiote su bakterijska koljena. Slika 10
prikazuje stupcasti dijagram relativnih zastupljenosti bakterijskih koljena unutar pojedinih
uzoraka (uzorci su imenovani IM-xy, gdje je xy nasumicno pridruzen broj, neovisan o rednom
broju uzorka). Detektirano je ukupno 15 bakterijskih koljena od kojih 2 nisu identificirana, a
koljena Firmicutes (13,006 % - 91,356 %), Bacteroidota (2,598 % - 85,025 %),
Actinobacteriota (0 % - 29,628 %) te Verrucomicrobiota (0 % - 9,527 %) su najzastupljenija.
Slijedi ih koljeno Proteobacteria (0 % - 5,228 %). Takav je poredak relativnih zastupljenosti
zabiljezen i u literaturi (Gacesa i sur., 2022; Qin i sur., 2010). Koljeno Firmicutes dominantno
je zastupljeno (> 50 %) u vecini uzoraka (> 72 % ispitanika), a slijedi ga koljeno Bacteroidota
ili Actinobacteriota, ovisno o uzorku. U preostalih (> 27 %) ispitanika dominantno je koljeno
Bacteroidota. Uzorak IM-15 mozemo izdvojiti kao specifican jer sadrzi koljeno

Fusobacteriota kao trece zastupljeno (7,729 %). Analizom ostalih uzoraka gotovo da i nije
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utvrdeno postojanje tog koljena (relativna zastupljenost < 0,3 % u samo 2 uzorka) povezanog
s brojnim bolestima (npr. kolorektalnim karcinomom) (Kostic AD i sur., 2012). Pove¢an omjer
koljena Firmicutes naspram Bacteroidota potencijalni je biomarker pretilosti (Magne i sur.,
2020) te je prisutan u > 22 % ispitanika.
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Slika 10. Dijagram relativnih zastupljenosti bakterijskih koljena crijevne mikrobiote

Slika 11 prikazuje stupcasti dijagram relativnih zastupljenosti bakterijskih razreda crijevne
mikrobiote ispitanika. Detektirano ih je 27 od kojih 1 nije identificiran. Najzastupljeniji razredi
su Clostridia (11,408 % - 87,557 %) koljena Firmicutes, Bacteroidia (2,598 % - 85,025 %)
koljena Bacteroidota, Actinobacteria (0 % - 23,006 %) koljena Actinobacteriota, Bacilli (0 %
- 17,932 %) koljena Firmicutes, Coriobacteriia (0 % - 7,402 %) koljena Actinobacteriota,
Negativicutes (0 %- 8,805 %) koljena Firmicutes, Verrucomicrobiae (0 % - 9,527 %) koljena
Verrucomicrobiota, neodreden razred koljena Firmicutes (0 % - 4,788 %),
Gammaproteobacteria (0 % - 5,228%) koljena Proteobacteria. Ostala prisutna bakterijska
koljena pojavljuju se u samo nekoliko uzoraka te s vrlo niskom relativhom zastupljenosti.

36

. d__Bacteria;p_ Merrucomicrobiots

d__Bacteriap__Campiobacierota



Uzorak IM-15 mozemo izdvojiti kao specifican jer sadrzi razred Fusobacteriia koljena

Fusobacteriota kao treci najzastupljeniji bakterijski s relativnom zastupljenosti od > 7 %.
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Slika 11. Dijagram relativnih zastupljenosti bakterijskih razreda crijevne mikrobiote

Nakon bakterijskih razreda promatramo relativne zastupljenosti 61 bakterijskog reda
detektiranog u uzorcima fecesa ispitanika. Od toga ih 8 nije identificirano, a 1 je okarakteriziran
kao nekultiviran. Relativnom zastupljenos¢u dominiraju sljede¢i redovi bakterija:
Lachnospirales razreda Clostridia (6,620 % - 67,355 %), Bacteroidales razreda Bacteroidia
(2,573 % - 85,025 %), Oscillospirales razreda Clostridia (3,622 % - 38,202 %), red
Bifidobacteriales razreda Actinobacteria (0 % - 20,198 %) prisutan u vec¢ine (> 50 %) uzoraka,
red Peptostreptococcales-Tissierellales razreda Clostridia (0 % - 9,229 %, no vecina uzoraka
ovaj red sadrzi udjelom < 2 %), Coriobacteriales razreda Coriobacteriia (0 % - 7,402%, no
veéina uzoraka ovaj red sadrzi udjelom < 2 %), Veillonellales-Selenomonadales razreda
Negativicutes (0 % - 8,805 %, no vecina uzoraka ovaj red sadrzi udjelom < 2 %),
Lactobacillales razreda Bacilli (0 % - 16,148 %, no vecina uzoraka ovaj red sadrzi udjelom <
1 %), Verrucomicrobiales razreda Verrucomicrobiae (0 % - 9,527 %) koji je identificiran u <
40 % ukupnog broja uzoraka te se u tim uzorcima uglavnom pojavljuje s relativnom
zastupljenosti < 2 %, red Erysipelotrichales razreda Bacilli identificiran je u svim uzorcima s
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relativnom zastupljenosti < 6 %, no u veéine uzoraka je prisutan udjelom < 1%. Sljedeci
prepoznati bakterijski redovi su: Christensenellales razreda Clostridia prisutan u vecine
uzoraka (0 % - 7,082 %, no veéina uzoraka ovaj red sadrzi udjelom < 2 %), Clostridiales
razreda Clostridia prisutan u vecine uzoraka (0 % - 2,473 %), Monoglobales razreda Clostridia
prisutan u veéine uzoraka (0 % - 2,573%), Clostridia UCG-014 razreda Clostridia prisutan u
vecine uzoraka (0 % - 9,530 %), Burkholderiales razreda Gammaproteobacteria prisutan u
vecéine uzoraka (0 % - 3,825 %). Uzorak IM-15 je specifian jer red Fusobacteriales (razred
Fusobacteriia) relativno zastupljen udjelom od 7,729 %.

Nakon bakterijskog reda, sljedeca razina na kojoj detaljnije moZemo promatrati taksonomski
sastav crijevne mikrobiote ispitanika je razina bakterijskih porodica. U 59 analiziranih uzoraka
fecesa detektirano je 105 porodica od ¢ega ih je 24 neidentificirano, a 3 su okarakterizirane kao
nekultivirane. Dominantne porodice su: Lachnospiraceae reda Lachnospirales u vecine
uzoraka zastupljena > 30 % (6,620 % - 67,355 %), Bacteroidaceae reda Bacteroidales u ve¢ine
uzoraka zastupljena > 10 % (1,609 % - 78,273 %), Ruminococcaceae reda Oscillospirales u
veéine uzoraka zastupljena > 15 % (2,945 % - 32,258 %), Bifidobacteriaceae reda
Bifidobacteriales identificirana u veéine (> 86 %) uzoraka (0 % - 20,198 %), Rikenellaceae
reda Bacteroidales u vecine uzoraka zastupljena < 2 % (0,099 % - 10,995 %), Oscillospiraceae
reda Oscillospirales u vecéine uzoraka zastupljena < 3 % (0.205 % - 14.167 %), Tannerellaceae
reda Bacteroidales u vecine zastupljena < 2 % (0,282 % - 10,920 %), Prevotellaceae reda
Bacteroidales identificirana u > 37 % uzoraka (0,104 % - 28,475 %), neidenticirana porodica
reda Bacteroidales detektirana u svim uzorcima (0,047 % - 16,276 %), Peptostreptococcaceae
reda Peptostreptococcales-Tissierellales u vecine uzoraka zastupljena <2 % (0 % - 5,173 %),
Coriobacteriaceae reda Coriobacteriales detektirana u veéine (> 74 %) uzoraka (0 % - 6,779
%), Barnesiellaceae reda Bacteroidales detektirana u veéine (> 81 %) uzoraka (0 % - 8,651
%), Verrucomicrobiaceae reda Verrucomicrobiales detektirana u vecine (> 59 %) uzoraka (0
% - 9,527 %), Erysipelatoclostridiaceae reda Erysipelotrichales (0,077 % - 5,933 %),
Veillonellaceae reda Veillonellales-Selenomonadales detektirana u veéine (> 76 %) uzoraka (0
% - 8,389 %).

Budu¢i da taksonomska raznolikost crijevne mikrobiote nije dovoljno detaljno odredena na
razini bakterijskih vrsta koje su ve¢inom okarakterizirane kao neidentificirane ili nekultivirane
vrste, posljednja promatrana taksonomska razina su bakterijski rodovi. Mozemo zakljuciti da
dubina sekvenciranja nije bila dovoljna za identifikaciju taksonomskog sastava na razini vrste

1/ili su brojne sekvence vazne za identifikaciju bakterijskih vrsta izgubljene tijekom brojnih
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koraka bioinformaticke obrade podataka, Sto otezava karakterizaciju mikroorganizama.
Ukupno je detektirano 200 rodova, od cega je Cak 46 (23 %) bakterijskih rodova
neidentificirano, a 15 (7,5 %) njih su okarakterizirani kao nekultivirani. Slika 12 prikazuje
stupcCasti dijagram relativnih zastupljenosti bakterijskih rodova crijevne mikrobiote unutar
analiziranih uzoraka. Ponovno je vidljivo koliko je crijevna mikrobiota svakog ispitanika

jedinstvena i kompleksna.

100% -

20%

RELATIVNA ZASTUPLJENOST

Slika 12. Dijagram relativnih zastupljenosti bakterijskih rodova crijevne mikrobiote ispitanika

Tablica 1 predstavlja popis klju¢nih (prisutnih u crijevnoj mikrobioti > 95 % ispitanika),
najzastupljenijin bakterijskih rodova te raspone njihovih relativnih zastupljenosti u 59
analiziranih uzoraka. U slucaju neidentificiranog roda, u tablici je napisana najbliza
identificirana taksonomska razina. Najvise dominantnih rodova pripada koljenu Firmicutes, a
zatim Bacteroidota. Uocljivo je kako je sastav crijevne mikrobiote visoko varijabilan ¢ak i u
sluaju dominantnih rodova, npr. najzastupljeniji rod Bacteroides pojavljuje se u uzorcima

zastupljen udjelom od 2 — 78 %.
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Tablica 1. Najzastupljeniji bakterijski rodovi crijevne mikrobiote ispitanika

Bakterijski rod Relativna zastupljenost (%0)
Bacteroides 2-78
Neidentificiran (porodica Lachnospiraceae) 0,8-24
Blautia 1-37
Faecalibacterium 0-18
Agathobacter 0-28
Ruminococcus (porodica Ruminococcaceae) 0-17
Bifidobacterium 0-20
Subdoligranulum 0-11
Alistipes 0-11
Neidentificiran (red Bacteroidales) 0-16
Ruminococcus torques (porodica Lachnospiraceae) 0-5
Tannerella 0-7
Neidentificiran (porodica Peptostreptococcaceae) 0-5
UCG-002 0-9
Dorea 0-4
Roseburia 0-15
Collinsella 0-7
Barnesiella 0-9
Erysipelatoclostridium 0-6
Lachnospira 0-6
Neidentificiran (koljeno Firmicutes) 0-48
Parabacteroides 0-10,9
Christensenellaceae (R-7) 0-7
Colidextribacter 0,2-38

Rod Bacteroides pozitivno korelira s opéim zdravljem, vazan je u imunoloskoj obrani
organizma te ouvanju crijevne mukoze, kao i u metabolizmu animalnih proteina i zasi¢enih
masti te alkohola — visoko zastupljenih nutrijenata u prehrani Hrvata, no povecana
zastupljenost prisutna je i u nekih bolesti. Takoder, rod se smatra visoko nasljedivim (Gacesa

i sur., 2022). Prema rezultatima, rod je najmanje je zastupljen u ispitanika dobne skupine 50 —
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59 godina, u skladu s literaturom (Van Tongeren i sur., 2005), te u vegetarijanaca.
Kontradiktorno, u vegana nije uocena manja zastupljenost ovog roda. Veca zastupljenost
uocena je i u slucaju ispitanika s celijakijom te sindromom iritabilnog crijeva. Nesto veca
zastupljenost 1 u slucaju ispitanika s ulceroznim kolitisom potvrduje dosadasnje spoznaje (Mar

i sur., 2016).

Neidentificirani rod porodice Lachnospiraceae, kojoj pripadaju mnoge probioticke bakterije i
proizvodac¢i SCFA, najmanje je zastupljen u slucaju ispitanika s celijakijom te onog sa

sindromom iritabilnog crijeva.

Bakterijski rod Blautia takoder pripada porodici Lachnospiraceae. Vazan je u metabolizmu
ugljikohidrata u koje ubrajamo i1 prehrambena vlakna. Najveca zastupljenost prisutna je u
ispitanika oboljelog od depresije, §to nije u skladu s recentnim istrazivanjima koje ovaj rod
predstavljaju kao negativno koreliran s takvim zdravstvenim stanjem (Zhong i sur., 2022).
Poprili¢no niska zastupljenost prisutna je u ispitanika oboljelog od celijakije, Sto moze biti
rezultat smanjenog unosa proizvoda od zitarica s glutenom. Znacajan broj ispitanika sa

smanjenom zastupljenosti ovog roda izjasnilo se da ima alergiju na pelud.

Cetvrti najzastupljeniji bakterijski rod crijevne mikrobiote ispitanika je Faecalibacterium.
Pokazatelj je dobrog zdravlja, ima vaznu ulogu u metabolizmu ugljikohidrata, prehrambenih
vlakana, zaStiti crijevne barijere, imunosnoj obrani organizma te pripada butirat-
produciraju¢im bakterijskim rodovima. Kod brojnih je bolesti uocena njegova manja
zastupljenost (Gacesa i sur., 2022). Takoder, otkrivena je anti-upalna molekula kao produkt
metabolizma bakterije Faecalibacterium prausnitzii (Mohajeri i sur., 2018). Manja relativna
zastupljenost ovog roda uocena je u oboljelih od celijakije, sindroma iritabilnog crijeva,
ulceroznog kolitisa i depresije. Potonje nije u skladu s recentnim istrazivanjima (Zhong i sur.,
2022).

Sljedeci po zastupljenosti, rod Agathobacter (po staroj nomenklaturi — Eubacterium) je butirat-
producirajuci, u metabolizmu ugljikohidrata 1 vlakana vazan rod. Smanjena zastupljenost u
istrazivanjima je objasnjena postojanjem bolesti (Gacesa 1 sur., 2022). Najmanje relativne

zastupljenosti utvrdene su analizom uzoraka fecesa ispitanika dobi 50 — 59 godina.

Rod Ruminococcus takoder je butirat-producirajuéi te sudjeluje u zastiti crijevne barijere i
metabolizmu prehrambenih vlakana. Utvrdena je niska nasljedivost ovog roda ¢ije odredene
vrste pozitivno koreliraju s opéim zdravljem. Neke vrste pozitivno koreliraju s puSenjem,

unosom alkohola, ugljikohidrata i proteina. Neke vrste su patogene, a utvrdena je i povecana
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zastupljenost ovog roda u nekih bolesti (npr. sindroma iritabilnog crijeva) (Gacesa i sur., 2022).
Rezultatima je utvrdena manja relativna zastupljenost ovog roda u ispitanika oboljelog od
celijakije, ali i u brojnih zdravih ispitanika. Ispitanik sa sindromom iritabilnog crijeva nema

zastupljen ovaj rod u crijevnoj mikrobioti.

Sljedeci po zastupljenosti je rod Bifidobacterium, jedan od najcescih probiotickih, SCFA- i
laktat-producirajuéih bakterijskih rodova s ulogom u zastiti crijevne barijere, zastiti od upale i
patogena, prevenciji sr¢anih oSte¢enja, metabolizmu prehrambenih vlakana i dugovjec¢nosti.
Brojne bolesti opisane su smanjenom zastupljenosti ovog roda u crijevnoj mikrobioti, kao i
prehrana s visokim udjelom masti (Gacesa i sur., 2022). Takoder, istrazivanja isticu manju
zastupljenost roda u starijih osoba (Van Tongeren i sur., 2005). Rezultati ne potvrduju utjecaj
dobi na relativnu zastupljenost ovog roda. Takoder, u mikrobioti mnogih vegetarijanaca i
vegana rod nije detektiran, kao ni u uzorku ispitanika oboljelog od celijakije. Vrlo niska
zastupljenost roda u osoba s alergijom na mlijeko i mlije¢ne proizvode potvrduje njegovu ulogu

u metabolizmu mlijeka.

Bakterijski rod Subdoligranulum sljede¢i je po zastupljenosti. IstraZivanja su potvrdila
pozitivnu Kkorelaciju zastupljenosti roda s unosom biljnih proteina i negativnu korelaciju
zatupljenosti roda s mnogim bolestima te ga svrstala na popis rodova pokazatelja dobrog opceg
zdravlja (Gacesa 1 sur., 2022). Rezultati ne ukazuju na vece zastupljenosti roda u mikrobioti
ispitanika vegetarijanaca i vegana. Takoder, relativna zastupljenost ovog roda nije smanjena u
oboljelih, s iznimkom ispitanika oboljelog od depresije te oboljelog od sindroma iritabilnog
crijeva, kod kojih su detektirane najmanje vrijednosti.

Rod Alistipes poznat je po svom nepozeljnom djelovanju u slucaju povecane zastupljenosti te
ima potencijalnu ulogu u etiologiji bolesti. Pri niskim relativnim zastupljenostima, rod je
pokazatelj dobrog opcéeg zdravlja (Gacesa 1 sur., 2022). Takoder, sudjeluje u metabolizmu
masti 1 proteina. Rezultatima nije potvrdena pozitivna korelacija relativne zastupljenosti ovog
roda i depresije (Zhong i sur., 2022) niti je u ispitanika s povecanom zastupljenosti utvrdeno

naruseno zdravlje.

Rod Prevotella sljedec¢i je najzastupljeniji (Cak do 28 % ukupne mikroflore pojedinih
ispitanika), no nije svrstan u tablicu 1 kao klju¢an rod mikrobiote Hrvata budu¢i da je prisutan
u < 32 % uzoraka. Novija istrazivanja navode ovaj bakterijski rod crijevne mikrobiote kao
novootkriveni (Alemida i sur., 2019). Prevotella copri je biomarker dobrog opéeg zdravlja,

negativno korelira s brojnim bolestima, proizvoda¢ je SCFA te sudjeluje u metabolizmu
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ugljikohidrata (Gacesa i sur., 2022). Prema rezultatima, pojavnost, ali i relativna zastupljenost
roda je veca u crijevnoj mikrobioti ispitanika muskog roda. Rod je pretezno zastupljen u osoba
dobi 40 — 49 godina, a slijedi ih dobna skupina 30 — 39 godina. Nacin prehrane i zdravstveno
stanje nisu pokazali bitan utjecaj na zastupljenost roda Prevotella.

Preostali dominantni rodovi (i vrsta Ruminococcus torques koja negativno korelira s opéim
zdravljem te pozitivno s pusenjem, unosom alkohola te animalnih proteina, kao i dijabetesom
tipa 2 (Gacesa i sur., 2022)) crijevne mikrobiote hrvatske populacije povezani su s bolestima
usne Supljine (rod Tannerella ¢ija je jedina kultivabilna vrsta Tannerella forsythia (Vartoukian
i sur., 2016)) (Nagarajan i sur., 2018), opéim zdravljem, proizvodnjom SCFA te unosom
alkohola i1 animalnih proteina (rod Dorea najmanje je zastupljen unutar ispitanika 18 — 29
godina te nije prisutan u mikrobioti ispitanika sa sindromom iritabilnog crijeva, $to potvrduje
literaturu koja istice rod kao negativno koreliran s brojnim bolestima (Gacesa 1 sur., 2022)),
zatim rod povezan s metabolizmom ugljikohidrata, proteina, proizvodnjom butirata (rod
Roseburia, najmanje zastupljen unutar dobne skupine 30 — 39 godina). Rod Collinsella smatra
se visoko nasljedivim (Gacesa i sur., 2022), a u rezultatima je ¢eS¢e detektiran u ispitanika
muskog spola. Okarakteriziran kao nekultiviran, rod iz porodice Verrucomicrobiaceae nije
klju¢an bakterijski rod crijevne mikrobiote Hrvata budu¢i da se pojavljuje u crijevnoj
mikrobioti < 55 % ispitanika, iako znac¢ajnim udjelom do 10 % ukupne mikroflore ispitanika,
a najmanje je prisutan unutar dobne skupine 50 — 59 godina te u ispitanika s odredenim
dijagnozama. Rod Barnesiella pozitivno korelira s opéim zdravljem i unosom proteina. Rod
Erysipelatoclostridium pokazao je najveu relativnu zastupljenost u crijevnoj mikrobioti
ispitanika koji su preboljeli zarazu virusom SARS-CoV-2 i/ili su cijepljeni. Bakterijski rod
Lachnospira sudjeluje u metabolizmu vlakana te, prema rezultatima, nije detektiran u oboljelih
od celijakije, depresije te sindroma iritabilnog crijeva. Vrste roda Parabacteroides istrazene su

kao visoko nasljedive (Gacesa i sur., 2022).

Osim klju¢nih, od bakterijskih rodova utvrdenog blagotvornog djelovanja na zdravlje ¢ovjeka,
analizom je utvrdena prisutnost probiotickog, nasljednog roda Streptococcus (relativna
zastupljenost < 5 % unutar pojedinih uzoraka), butirat-produciraju¢eg roda Butyricicoccus
(relativna zastupljenost < 2,5 %), probiotickog roda Lactobacillus (detektiran u > 22 %
ispitanika sa zanemarivom relativnom zastupljenosti), i drugih. Nasljedni rod izrazito
blagotvornog djelovanja te utjecaja na bolji metabolicki profil, rod Akkermansia, nije

detektiran u mikrobioti ispitanika.
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Patogene vrste roda Clostridia u istrazivanjima su povezane s visokim unosom ugljikohidrata,
no u nasim uzorcima rod nije detektiran znacajnom zastupljenosti. Patogeni rod identificiran
kao Escherichia-Shigella prisutan je u mikrobioti > 35 % ispitanika relativno zastupljen < 1,5
%. Rod Pseudomonas indikator je upale i proizvoda¢ toksina te je u veéine ispitanika

identificiran s relativnom zastupljenosti < 0,2 %.
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5. ZAKLJUCCI

1. Na razini alfa raznolikosti crijevne mikrobiote hrvatske populacije velika je heterogenost
uzoraka te ni jedan od promatranih ¢imbenika nije pokazao statisticki znacajnu razliku alfa
raznolikosti u ovisnosti o promatranim ¢imbenicima skupine ispitanika. Utjecaj na alfa
raznolikost raste promatrajuéi sljede¢e ¢imbenike: Covid-19 status, alergije, dob, zdravstveno
stanje, prehrana, spol. Utvrdena je visoka razina kvalitativne i kvantitativne beta raznolikosti
crijevne mikrobiote ispitanika, osim u slucaju ispitanika jedne od eksperimentalnih skupina:

50 — 59 godina, nisu cijepljeni niti su preboljeli zarazu virusom SARS-CoV-2.

2. Jedinstvenost i kompleksnost crijevne mikrobiote potvrdena je i taksonomskim sastavom. U
59 uzoraka identificirano je 13 bakterijskih koljena, 26 razreda, 53 redova, 78 porodica te 139
rodova. Potencijalni biomarker pretilosti - poveéan omjer koljena Firmicutes naspram
Bacteroidota prisutan je u > 22 % ispitanika. Sastav crijevne mikrobiote visoko je varijabilan
¢ak 1 u slucaju dominantnih rodova ¢ija je funkcija uglavnom povezana s dobrim zdravljem,
imunosnom obranom, ocuvanjem crijevne mukoze, metabolizmom ugljikohidrata,
prehrambenih vlakana, animalnih proteina i zasi¢enih masti te alkohola, kao i proizvodnjom
kratkolancanih masnih kiselina. Takav sastav mikrobiote odraz je nacina prehrane hrvatske

populacije. Detektirani nasljedni rodovi su: Bacteroides, Collinsella, Parabacteroides.

3. Disbioza crijevne mikrobiote uglavnom je prisutna u osoba naruSenog zdravlja i osoba dobne
skupine 50 - 59 godina. Potencijalno patogeni rodovi nisu detektirani zna¢ajnom relativnom
zastupljenosti. Mikrobiota ispitanika s odredenim dijagnozama odlikuje pove¢anom
zastupljenosti  bakterijskog roda Bacteroides te smanjenom zastupljenosti rodova
Faecalibacterium, Ruminococcus, Dorea i Lachnospira, §to ih ¢ini potencijalnom metom
dijagnostike i lije¢enja. Rod Erysipelatoclostridium pokazuje povezanost s infekcijom virusom
SARS-CoV-2 budu¢i da je njegova povecana zastupljenost uocena u ispitanika koji su razvili

imunosni odgovor na virus.

4. U buducnosti je potrebno provesti opseznija istrazivanja gastrointestinalne mikrobiote
hrvatske populacije obzirom na veci broj ¢imbenika te na razini svih mikroorganizama i
njihovih genskih produkata kroz analize metatranskriptoma i metaboloma (metaproteoma) s
ciljem razvoja terapeutika i personalizirane medicine te identifikacije novih mikrobnih vrsta.
Takoder, obrada rezultata sekvenciranja razli¢itim bioinformatickim platformama moze

omoguciti veci broj identificiranih rodova na vise taksonomskih razina.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja BRUNA KRNETA izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

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

Vlastoru¢ni potpis



